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RÉSUMÉ 
 Une dérégulation de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 est observée 
dans plus de 30% des cancers et des mutations activatrices de RAS sont observées dans 
30% à 50% des adénomes colorectaux. À la suite d’une analyse extensive de biopsies de 
tumeurs colorectales humaines par micromatrices tissulaires (TMA), nous avons observé 
que 44% des tissus cancéreux exprimaient MEK1/2 phosphorylés, contre 10% des tissus 
normaux. L'analyse des TMA a également révélé que 79% des tumeurs arboraient un 
marquage nucléaire de MEK1/2 phosphorylés, contre 4 % pour les tissus normaux. Bien 
que la voie MEK/ERK1/2 soit fréquemment activée dans les cancers, le rôle précis des 
isoformes de MEK1 et de MEK2 n'a jamais été clairement établie. De même, l'impact de 
cette localisation nucléaire aberrante de phospho-MEK1/2, dans l'initiation et la progression 
des cancers colorectaux, est inconnu.  
 
 Lors d'un premier projet, nous avons démontré, que l’expression de MEK1 ou 
MEK2 activé est suffisante pour transformer in vitro des cellules intestinales épithéliales de 
rat (IEC-6). L'expression des mutants actifs de MEK1 ou MEK2 est suffisante pour induire 
une dérégulation de la prolifération cellulaire et engendrer la formation d'adénocarcinomes 
invasifs dans un modèle de greffe orthotopique du côlon chez la souris. Nous avons 
également démontré que l'inhibition de MEK2 par shRNA supprime complètement la 
prolifération des lignées humaines de cancer du côlon, alors que la suppression de MEK1 a 
peu d'effet sur la capacité de prolifération. 
 
 Le deuxième projet, nous a permis d'observer que l'expression d'un mutant nucléaire 
de MEK1 dans les cellules IEC-6 transforme drastiquement les cellules. Une augmentation 
de prolifération, une résistance à l'anoikose, un dérèglement du cycle cellulaire, de 
l'instabilité chromosomique (CIN), de la tétra/aneuploïdie sont observés. La caractérisation 
des mécanismes responsables de cette localisation aberrante de MEK1/2 phosphorylés, a 
permis d'identifier la protéine Sef, un régulateur de la localisation cytoplasmique de 
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MEK/ERK1/2. Nous avons démontré que l'expression d'une forme oncogénique de Ras (H-
RasV12) inhibe l'expression de Sef,  engendrant alors une accumulation nucléaire de 
MEK1/2 activés. Plus encore, la réexpression de Sef restaure la localisation cytoplasmique 
de MEK1/2 et renverse les propriétés tumorigéniques ainsi que l'aneuploïdie induite par 
Ras activé.  
 
 Un troisième projet, visant la caractérisation des mécanismes associés à la CIN et à 
l'aneuploïde engendrés par l'activation aberrante de la voie de Ras-ERK1/2, a permis 
d'observer que l'hyperactivation de ERK1/2 induit des anomalies mitotiques menant à la 
binucléation. Une localisation erronée et une surexpression de la kinase Aurora A, de même 
que des protéines de passage du complexe chromosomique (CPC), Aurora B, Survivine et 
INCENP, sont observées. L'inhibition partielle de l'activation de ERK1/2 par de faible dose 
de PD184352, un inhibiteur de MEK1/2, est suffisante pour renverser la surexpression de 
ces régulateurs mitotiques, de même que corriger les anomalies de la mitose et réduire la 
tétra/aneuploïdie engendrée par Ras oncogénique. 
 
 Ainsi, nous avons démontré, pour la première fois, que la voie des MAP kinases 
ERK1/2 est impliquée dans la CIN, la tétraploïdie et l'aneuploïdie. Nos résultats suggèrent 
que la perte de Sef est un événement oncogénique précoce, qui contribue à la localisation 
nucléaire aberrante de MEK1/2 qui est observée dans les tumeurs colorectales. Cette 
localisation anormale de MEK1/2 est associée à l'initiation de la transformation, la 
progression tumorale et la CIN, via l'activité soutenue de ERK1/2. Ces informations sont 
capitales et démontrent l’importance de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 
dans le processus de tumorigénèse colorectale. 
 
Mots-clés : Voie de signalisation, RAS oncogénique, MEK1/2, ERK1/2, cancer      
colorectal, tumorigénèse, transformation, aneuploïdie, instabilité chromosomique, 
inhibiteur de MEK1/2. 
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ABSTRACT 
 The Ras-dependent Raf/MEK/ERK1/2 signaling pathway is frequently 
hyperactivated in human cancer as a result of receptor tyrosine kinase overexpression or 
gain-of-function mutations in RAS or RAF genes. More specificaly, activating mutation in 
RAS genes are found in ~ 30-50% of colorectal adenomas and phosphorylation of ERK1/2 
is frequently observed in human colorectal cancer cells and tumor specimens. In a large 
TMA analysis, we found that MEK1/MEK2 are aberrantly activated in 44% of human 
colorectal cancers. In addition, our analysis revealed that 79% of colorectal cancers exhibit 
aberrant phospho-MEK1/2 staining in the nucleus, as compared to 4% of normal tissue. 
How dysregulation and mislocalization of MEK1/2 contribute to tumor initiation and 
progression is not well understood. 
 
 In order to determine the exact contribution of MEK1 and MEK2 to the 
pathogenesis of colorectal cancer, wild type and constitutively active forms of MEK1 and 
MEK2 were ectopically expressed by retroviral gene transfer in the normal intestinal 
epithelial cell line IEC-6. We found that the expression of activated MEK1 or MEK2 is 
sufficient to morphologically transform intestinal epithelial cells, dysregulate cell 
proliferation and induce the formation of high-grade adenocarcinomas after orthotopic 
transplantation in mice. A large proportion of these intestinal tumors metastasize to the 
liver and lung. Importantly, we show that silencing of MEK2 expression completely 
suppresses the proliferation of human colon carcinoma cell lines, whereas inactivation of 
MEK1 has a much weaker effect. 
 
 In a second project, we have investigated the impact of the nuclear mislocalization 
of phosphorylated MEK1/2 observed in colorectal tumors. We show that oncogenic 
activation of Ras is sufficient to induce the nuclear accumulation of phosphorylated 
MEK1/2 and ERK1/2 in intestinal epithelial cells. To evaluate the biological impact of the 
mislocalization of MEK1/2, we have forced the localization of MEK1 in the nucleus of 
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epithelial cells. We found that sustained nuclear MEK1 signaling leads to hyperactivation 
of ERK1/2 and to enhanced cell proliferation. Nuclear localization of MEK1 also leads to 
tetraploidization, chromosomal instability (CIN) and tumorigenesis. Importantly, we show 
that oncogenic Ras downregulates the spatial regulator Sef, concomitant to nuclear 
accumulation of activated MEK1/2. Moreover, re-expression of Sef is sufficient to restore 
the normal localization of MEK1/2 and to revert the cell cycle defects and tumorigenesis 
induced by oncogenic Ras.  
 
 Another project was initiated to characterize the tetraploidy and CIN observed upon 
hyperactivation of the Ras-ERK1/2 pathway. Aneuploidy and CIN are observed in the 
majority of colorectal cancers and are associated with a poorer prognosis. We show that 
hyperactivation of ERK1/2 by oncogenic Ras or sustained nuclear MEK-ERK1/2 signaling 
induces mitotic defects that lead to tetraploidy, aneuploidy and CIN. We also found that 
dysregulation of Ras-ERK1/2 signaling alters the expression and localization of Aurora A 
and the Chromosomal passenger complex proteins.  
 
 In conclusion, we show for the first time that the MEK/ERK1/2 signaling pathway 
is implicated in aneuploidy and CIN. Our results suggest that sustained nuclear ERK1/2 
signaling may contribute to the initiation and progression of colorectal cancer by rapidly 
inducing aneuploidy and CIN. We suggest that loss of Sef is an early oncogenic event that 
contributes to genetic instability and tumor progression by sustaining nuclear ERK1/2 
signaling. These observations are significant and highlight the importance of the Ras-
ERK1/2 signaling pathway in colorectal tumorigenesis. 
 
Keywords : Signaling pathway, oncogenic RAS, MEK1/2, ERK1/2, colorectal cancer, 
tumorigenesis, transformation, aneuploidy, chromosomal instability, MEK1/2 inhibitor. 
 
 
  
 
vii
 TABLE DES MATIÈRES 
Résumé… ..............................................................................................................................iii 
Abstract...................................................................................................................................v 
Table des matières.................................................................................................................vii 
Liste des tableaux.................................................................................................................xiv 
Liste des figures....................................................................................................................xv 
Liste des abréviations..........................................................................................................xxii 
La dédicace..........................................................................................................................xxx 
Remerciements...................................................................................................................xxxi 
 
INTRODUCTION.................................................................................................................1              
CHAPITRE 1. Voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2...........................................2 
 1.1 Les composantes ...................................................................................................2 
  1.1.1 La GTPase Ras.......................................................................................2 
  1.1.2 Les MAP kinase kinase kinases A-Raf, B-Raf et Raf-1 ........................4 
  1.1.3 Les MAP kinase kinases MEK1/2..........................................................6 
  1.1.4. Les MAP kinases ERK1/2.....................................................................8 
 1.2 Les mécanismes d'activation.................................................................................9  
  1.2.1 La voie des récepteurs couplés aux protéines G ..................................10 
  1.2.2 La voie des récepteurs tyrosine kinases................................................10 
1.3.3 La voie des intégrines...........................................................................11 
 1.3 Les mécanismes d'inactivation ...........................................................................13 
  1.3.1 Les protéines phosphatases...................................................................13 
  1.3.2 La régulation négative par phosphorylation.........................................14 
  1.3.3 La dégradation protéolytique via le protéasome...................................15 
  
 
viii
 1.4 Le rôle spécifique des isoformes de MEK1/2 et ERK1/2...................................16 
  1.4.1 Les modèles de souris knockout ERK1 et ERK2.................................16 
   1.4.1.1 Le modèle de souris knockout ERK1....................................17 
   1.4.1.2 Le modèle de souris knockout ERK2....................................18 
  1.4.2 Les modèles de souris knockout MEK1 et MEK2...............................19 
   1.4.2.1 Le modèle de souris knockout MEK1...................................19 
   1.4.2.2 Le modèle de souris knockout MEK2...................................20 
   1.4.2.3 La délétion des deux isoformes de MEK1/2..........................20 
  1.4.3 Les modèles de souris transgéniques de MEK.....................................21 
   1.4.3.1 L’expression de MEK1 actif dans le coeur............................21 
   1.4.3.2 L’expression de MEK1 actif dans le cristallin.......................22 
   1.4.3.3 L’expression de MEK1 actif dans les    
    chondrocytes..........................................................................22 
   1.4.3.4 L’expression de MEK1 et MEK2 actif dans la peau.............23 
 1.5 La localisation et les mécanismes de transport de MEK/ERK1/2.......................24 
  1.5.1 La localisation subcellulaire de MEK1/2.............................................24 
  1.5.2 La localisation subcellulaire de ERK1/2..............................................26 
  1.5.3 Les mécanismes de transport de MEK1/2 et ERK1/2..........................27 
   1.5.3.1 L’import nucléaire de ERK1/2..............................................28 
 1.5.3.1.1 La diffusion passive................................................28   
 1.5.3.1.2 Le transport actif sous forme de dimère..................28 
 1.5.1.1.3 Le transport via des interactions avec les   
      nucléoporines.........................................................................28 
  1.5.3.1.4 La translocation nucléaire de MEK et ERK via la 
   séquence SPS.........................................................................29 
 1.5.3.2 L’export nucléaire..................................................................30 
  
 
ix
1.6  La régulation spatio-temporelle de la cascade de MEK/ERK1/2......................30 
  1.6.1 La régulation de l'amplitude de MEK/ERK1/2....................................31 
  1.6.2 La régulation temporelle de MEK/ERK1/2..........................................32 
  1.6.3 La régulation par les protéines d'échafaudages....................................32 
  1.6.4 La régulation spatiale de MEK/ERK1/2...............................................33 
  1.6.5 La régulation par interaction avec d'autres voies de signalisation........34 
  1.6.6 La régulation par la présence de plusieurs isoformes et formes  
  alternativement épissées................................................................................35 
   1.6.6.1 La spécificité des substrats de chacune des isoformes..........36 
   1.6.6.2 Les formes alternativement épissées......................................37 
 1.7 Les fonctions biologiques des MAP kinases ERK1/2.........................................38 
  1.7.1 La prolifération cellulaire.....................................................................39 
   1.7.1.1 La synthèse des nucléotides...................................................39 
   1.7.1.2 Le remodelage de la chromatine............................................39 
   1.7.1.3 La traduction synthèse et la des protéines.............................40 
  1.7.2 La régulation du cycle cellulaire..........................................................41 
   1.7.2.1 La régulation de la transition G1/S........................................42 
    1.7.2.1.1 La régulation de la Cyclin D1 par ERK1/2............42 
    1.7.2.1.2 La répression de la transcription de gène anti- 
    prolifératifs par ERK1/2........................................................42 
    1.7.2.1.3 La régulation des inhibiteurs du cycle cellulaire  
    p21 et p27 par ERK1/2..........................................................43 
   1.7.2.2 La régulation de la transition G2/M.......................................44 
 1.7.2.3 La régulation de la Mitose.....................................................45  
  1.7.2.3.1 L’implication de ERK1/2 dans la translocation  
   nucléaire de la Cyclin B1.......................................................46 
  1.7.2.3.2 La régulation de RSK par ERK1/2.........................47 
  
 
x
  1.7.2.3.3 La localisation de MEK/ERK1/2 actifs sur la  
   tubuline mitotique..................................................................47 
1.7.3 La régulation de la différenciation cellulaire.......................................48 
1.7.4 La régulation de l’apoptose et la survie cellulaire...............................50 
 
CHAPITRE 2. Implication de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 dans le 
cancer métastatique............................................................................................................51 
 2.1 Mise en situation.................................................................................................52 
 2.2 Contribution des auteurs .....................................................................................52 
 2.3 Résumé................................................................................................................52 
2.4 Article de revue 1: Targeting the ERK1/2 MAP Kinase Signaling Pathway in 
advanced metastatic cancer.......................................................................................53 
 
CHAPITRE 3. Le cancer colorectal..................................................................................83 
 3.1 L’épidémiologie..................................................................................................84 
 3.2 La carcinogenèse colorectale...............................................................................85 
 3.3 Les critères histologiques....................................................................................88 
 3.4 Le traitement du cancer colorectal......................................................................90 
 3.5 L’implication de la voie de Ras-ERK1/2 dans le cancer du côlon......................91 
 
RÉSULTATS.......................................................................................................................93 
CHAPITRE 4. Le rôle de MEK1 et MEK2 dans l'initiation et la progression des 
cancers colorectaux.............................................................................................................94 
 4.1 Mise en situation et objectif................................................................................94 
 4.2 Contribution des auteurs .....................................................................................94 
 4.3 Résumé................................................................................................................94 
  
  
 
xi
 4.4 Article 2: Activation of MEK1 or MEK2 isoform is sufficient to fully transform 
 intestinal epithelial cells and induce the formation of metastatic tumors.................96 
 
CHAPITRE 5. Implication de la localisation nucléaire de MEK1/2 activées dans la 
tumorigénèse colorectale..................................................................................................131 
 5.1 Mise en situation et objectif..............................................................................132 
 5.2 Contribution des auteurs ...................................................................................132 
 5.3 Résumé..............................................................................................................132 
 5.4 Article 3: Sef downregulation by Ras causes MEK1/2 to become aberrantly 
 nuclear localized leading to polyploidy and neoplastic 
 transformation.........................................................................................................134 
 
CHAPITRE 6. L’implication de la voie Ras-ERK1/2 dans la tétraploïdie et l'instabilité 
chromosomique.................................................................................................................175 
 6.1 Mise en situation et objectif..............................................................................176 
 6.2 Contribution des auteurs ...................................................................................176 
 6.3 Résumé..............................................................................................................176 
6.4 Article 4: Implication of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 signaling pathway in 
tetraploidy and chromosomal instability.................................................................178 
 
CHAPITRE 7.  L’implication de la signalisation de MEK/ERK1/2 dans l'initiation et 
la progression du cancer colorectal chez la souris.........................................................201 
 7.1 Mise en situation et objectif..............................................................................202 
 7.2 Contribution des auteurs ...................................................................................202 
 7.3 Introduction.......................................................................................................202 
 7.4 Matériels et méthodes .......................................................................................203 
 7.5 Résultats............................................................................................................205  
  7.4.1 Validation de la souris transgénique...................................................205 
  
 
xii
  7.4.2 L'expression de MEK2 constitutivement actif dans l'intestin engendre 
  de l'hyperplasie lymphoïde..........................................................................210 
 7.6 Discussion.........................................................................................................216 
 7.7 Perspectives.......................................................................................................220 
 
 
CHAPITRE 8. La découverte de nouveaux rôles de MEK/ERK1/2 dans l'induction de 
l'aneuploïdie et l'instabilité chromosomique..................................................................223 
 8.1 Mise en situation et objectif..............................................................................224 
 8.2 Contribution des auteurs ...................................................................................224 
 8.3 Introduction.......................................................................................................224 
 8.4 Résultats............................................................................................................227 
 
  8.4.1 La découverte d'un nouveau mécanisme menant à la tétraploïdie.....227 
 
  8.4.2 La découverte d’une potentielle interaction de MEK1 avec des  
  régulateurs de la mitose...............................................................................228 
   
  8.4.3 L’implication potentielle de la voie de MEK/ERK1/2 dans la  
  régulation de la mitose.................................................................................229 
 
 8.5 Discussion.........................................................................................................235 
 8.6 Perspectives.......................................................................................................237 
 
CONCLUSION..................................................................................................................238 
CHAPITRE 9. Conclusions, perspectives et directions futures....................................238 
 9.1 L’importance de la régulation spatiale de la voie ERK1/2 dans la 
 tumorigénèse...........................................................................................................238 
9.2 La découverte de nouveaux rôles de MEK/ERK1/2 dans la tétraploïdie, 
l'aneuploïdie et l'instabilité chromosomique...........................................................243 
9.3 L’implication potentielle de MEK/ERK1/2 dans la régulation de la mitose....248  
  
 
xiii
 9.4 Perspectives.......................................................................................................251 
  9.4.1 Le développement d'inhibiteurs de MEK/ERK1/2 pour le traitement 
  du cancer......................................................................................................251 
  9.4.2 Le développement d'inhibiteurs de l'import nucléaire de    
  MEK............................................................................................................254 
9.4.2.1 L'utilisation de molécules bloquant la dégradation de 
Sef........................................................................................254 
 9.5 Conclusion.........................................................................................................255 
 
BIBLIOGRAPHIE............................................................................................................258 
ANNEXE 1..............................................................................................................................i 
ANNEXE 2...........................................................................................................................vii 
 
 
 
  
 
xiv
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau I  Small molecule MEK1/2 inhibitors ..............................................................71 
 
Tableau II List of up-regulated and down-regulated genes in IEC-6 cells expressing  
  MEK1DD.....................................................................................................116 
 
Tableau III List of up-regulated and down-regulated genes in IEC-6 cells expressing  
  MEK2DD.....................................................................................................117 
 
Tableau IV  Durée des phases de la mitose des cellules IEC-6-H2B-GFP traitées au  
  PD184352, 5μM..........................................................................................230 
 
Tableau V  Anomalies de la mitose observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP  
  traitées au PD184352, 5μM.........................................................................231 
  
 
xv
LISTE DES FIGURES 
Figure 1.1.  Schéma de la voie de signalisation de RAS....................................................3 
 
Figure 1.2.  Mécanisme d'activation de la voie de signalisation de    
  Ras/Raf/MEK/ERK1/2....................................................................................9 
 
Figure 1.3.  Schéma des différentes protéines associées à la localisation cytoplasmique 
  de MEK/ERK1/2...........................................................................................24 
 
Figure 1.4.  Schéma des mécanismes de transport de ERK1/2.........................................27  
 
Figure 1.5.  Schéma des phases du cycle cellulaire et de ces principaux régulateurs.......41 
 
Figure 1.6.  Schéma des phases de la mitose et de ces principaux régulateurs.................46 
 
Figure 2.1.  The ERK1/2 MAP kinase signaling pathway in cancer metastasis...............81 
 
Figure 3.1.  Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux  
  de type MSI...................................................................................................86 
 
Figure 3.2.  Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux  
  de type CIN....................................................................................................87  
 
Figure 3.3.  Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux  
  de type CIMP.................................................................................................87 
 
Figure 3.4. Critères histologiques des différents grades de tumeurs colorectales...........89 
 
  
 
xvi
Figure 4.1.  Expression of activated MEK1 or MEK2 morphologically transforms  
  intestinal epithelial cells..............................................................................108 
 
Figure 4.2.  Expression of activated MEK1 or MEK2 enhances the proliferation of  
  IEC-6 cells and induces the formation of intestinal tumors........................111 
 
Figure 4.3.  Constitutive activation of MEK1 or MEK2 promotes tumor metastasis to  
  the liver and lung.........................................................................................114 
 
Figure 4.4.  Expression of proteases in IEC-6 cell populations transduced with  
  activated MEK isoforms..............................................................................118 
 
Figure 4.5. Constitutive activation of MEK1 or MEK2 confers intestinal epithelial  
  cells resistance to anoikis............................................................................120 
 
Figure 4.S3.  HCT116 cells were infected with lentiviruses encoding shRNAs to MEK1 or 
  MEK2 gene..................................................................................................122 
 
Figure 4.6.  Impact of MEK1 or MEK2 silencing on the proliferation of human colon 
  carcinoma cell lines.....................................................................................123 
 
Figure 4.7.  Silencing of MEK1 or MEK2 expression restrains activating   
  phosphorylation of the MAP kinases ERK1/ERK2....................................124 
 
Figure 4.S4  Impact of MEK1 or MEK2 silencing on the proliferation of a breast  
  carcinoma cell line.......................................................................................126 
 
Figure 5.1.  Phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2 aberrantly localize to the nucleus in 
  human colorectal cancer cells......................................................................140 
  
 
xvii
 
Figure 5.2.  Oncogenic Ras induces the nuclear accumulation of phosphorylated  
  MEK1/2 and ERK1/2..................................................................................142 
 
Figure 5.3.  Nuclear staining of phosphorylated MEK1/2 increases with tumor  
  malignancy...................................................................................................143  
 
Figure 5.S1.  Ectopic expression of MEK1DD induces the nuclear accumulation of  
  phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2.........................................................145 
 
Figure 5.S2. Nuclear accumulation of MEK1 transforms fibroblastic cells....................146  
 
 
Figure 5.4.  Nuclear accumulation of MEK1 dysregulates the cell cycle and accelerates 
  the proliferation of intestinal epithelial cells...............................................148 
 
Figure 5.S3.  Effect of MEK1 localization mutants on ERK1/2 activity and G1 cell cycle 
  regulators.....................................................................................................150 
 
Figure 5.5.  Nuclear accumulation of MEK1 leads to cell transformation.....................152 
 
Figure 5.S4.  Oncogenic Ras  promotes chromosomal instability in epithelial and  
  fibroblastic cells...........................................................................................154 
 
Figure 5.6.  Nuclear accumulation of MEK1 induces chromosomal instability.............155 
 
Figure 5.S5.  Effect of activation loop mutations on the nuclear entry of MEK1............157 
 
Figure 5.7.  Sef is downregulated in human colorectal cancer.......................................159 
 
Figure 5.8.  Reexpression of Sef prevents the nuclear accumulation of phosphorylated 
  MEK1/2 and constitutive activation of ERK1/2..........................................161 
  
 
xviii
 
Figure 5.9.  Reexpression of Sef normalizes the cell cycle and suppresses   
  tumorigenesis induced by oncogenic Ras....................................................163 
 
Figure 5.S6.  Model of the proposed tumor suppressor function of Sef in epithelial  
  cancers.........................................................................................................168 
 
Figure 6.1.   Sustained ERK1/2 signaling induces cytokinesis defects...........................183 
 
Figure 6.S1.  Sustained ERK1/2 signaling dysregulates mitotic regulators and induces  
  mitotic aberrations.......................................................................................185 
 
Figure 6.2.  Overexpression of Aurora A induces cytokinesis defects...........................189  
 
Figure 6.S2.  Hyperactivation of ERK1/2 signaling dysregulates CPCs and Aurora A  
  localization...................................................................................................189  
 
Figure 6.3.  Aurora A partial knockdown reduces mitotic defects in IEC-6 cells  
  expressing oncogenic Ras............................................................................191  
 
Figure 6.S3.  Aurora A partial knockdown restores CPCs localization in IEC-6 cells  
  expressing oncogenic Ras............................................................................192  
 
Figure 6.4.   Partial reduction of ERK1/2 phosphorylation reduces mitotic defects and  
  aneuploidy in IEC-6 cells expressing oncogenic Ras..................................193  
 
 
 
  
 
xix
Figure 7.1.  Expression de la construction TetO-HA-MEK2DD dans des HEK293T,  
  induit à la doxycycline durant 48 heures.....................................................205 
 
Figure 7.2. Induction de l'expression de la protéine transgénique HA-MEK2DD dans 
  le colon du clone 725 par ajout de doxycycline dans l'eau de breuvage des 
  souris............................................................................................................206 
 
Figure 7.3.  Expression de la protéine transgénique HA-MEK2DD dans les différents  
  organes du clone 725 induit avec 500 g/ml de doxycycline durant 2  
  semaines.......................................................................................................207 
 
Figure 7.4.  Lésions observées sur les souris transgéniques HA-MEK2DD âgées de  
  2 mois..........................................................................................................208 
 
Figure 7.5.  Analyse histologique par coloration Hématoxyline/Eosine (HE) des lésions 
  observées chez les souris HA-MEK2DD....................................................209 
Figure 7.6.  Marquage immunohistochimique de phospho-ERK1/2 dans le côlon et  
  l'intestin des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la doxycycline 
  500 g/ml depuis 4 mois.............................................................................211 
 
Figure 7.7.  Côlon et intestin des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la  
  doxycycline 500 g/ml depuis 2 mois.........................................................212 
 
Figure 7.8.  Côlon des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la doxycycline  
  500 g/ml depuis 8 mois.............................................................................214 
 
Figure 7.9.  Estomac des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la doxycycline 
  500 g/ml depuis 4 et 8 mois......................................................................215 
 
  
 
xx
Figure 7.10.  Schéma de la tumorigénèse colorectale induite par une inflammation  
  chronique.....................................................................................................218 
 
Figure 8.1  Tétraploïdie générée par un arrêt en prométaphase des cellules IEC-6-H- 
  RasV12-H2B-GFP.........................................................................................228 
 
Figure 8.2. Interaction de MEK1 avec divers régulateurs mitotiques révélés par  
  immunoprécipitation de MEK1 endogène dans les cellules IEC-6-H- 
  RasV12...........................................................................................................229 
 
Figure 8.3.  Anomalies de la cytocinèse observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP  
  traitées au PD184352, 5μM.........................................................................232 
 
Figure 8.4.  Anomalies mitotiques observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP traitées 
  au PD184352, 5μM......................................................................................233 
 
Figure 8.5.  Anomalies en anaphase observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP  
  traitées au PD184352, 5μM.........................................................................234 
 
Figure 9.1.  Marquage immunohistochimique de Sef (rose) et phospho-MEK1/2  
  (brun) de l'épithélium normal de côlon humain..........................................240 
 
Figure 9.2.  Analyse par immunobuvardage de l'expression de PEA-15........................241 
 
Figure 9.3.  Analyse par immunobuvardage de l'expression des nucléoporines Nup153 
  et Nup214....................................................................................................243 
 
Figure 9.4.  Aberrations mitotiques des cellules IEC-6-H-RasV12 à différente temps  
  post-infection...............................................................................................246 
  
 
xxi
 
Figure 9.5.  Diminution de la phosphorylation de la serine 15 de p53 dans les cellules 
  IEC-6-MEK1-nucléaire...............................................................................247 
  
 
xxii
LISTE DES ABRÉVIATIONS 
GÉNÉRALES 
 
4NQO  4-nitroquinoline 1-oxide  
4-OHT  4-hydroxytamoxifen  
Ala   Résidu Alanine (A)  
APC  Adenomatous polyposis coli 
ACF   Foyer de crypte aberante (Aberrrant crypt focci) 
ADN   Acide désoxyribonucléique  
AML  Acute myeloid leukemia 
AOM   Azoxyméthane 
APL  Acute promyelocytic leukemia 
ARNm  ARN messager 
ARNr   ARN risomique 
ASI  Applied Spectral Imaging  
Asn  Résidu Asparagine (N) 
Asp  Résidu Acide aspartique (D) 
ATM    Mutated in ataxia-telangiectasia 
ATO  Arsenic trioxide  
ATR  Ataxia-telangiectasia and Rad3-related 
ATP   Adénosine Triphosphate 
BrdU   5-Bromo-2'-deoxyuridine 
CIITA  Transcriptional activator class II transactivator   
CCAC  Cancers colorectaux associés aux coliques  
CCR1  Chemokine (C-C motif) receptor 1 
CDK   Kinase dépendante des cyclines (Cyclin-Dependent Kinase) 
CFC   Cardio-facial-cutané (Cardio-facial-cutaneous) 
CIN   Instabilité chromosomique (Chromosomal instability) 
  
 
xxiii
CNS  Central nervous system 
CIMP   Phénotype de méthylation des îlots CpG (CpG island methylator   
  phenotype) 
CPC   Protéine de passage du complexe chromosomique (Chromosomal   
  passenger complex protein)  
CPS  Carbomoyl-phosphate synthétase (Carbamoyl phosphate synthetase) 
CRC  Cancer colorectal (Colorectal cancer) 
CRS   Séquence de rétention cytoplasmique (Cytoplasmic retention sequence) 
DAPI  4',6-Diamidino-2-phenylindole 
DKO  Double knockout  
DMEM  Milieu de Eagle modifié par Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's  
  medium) 
DMSO  Diméthyle sulfoxide 
DTT   Dithiothréitol 
E1   Enzyme d'activation de l'ubiquitine 
E2   Enzyme de conjugaison de l'ubiquitine 
E3   Ligase de l'ubiquitine 
EBV   Virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus) 
ECM  Extracellular matrix 
EDTA  Acide éthylène-diamine tétra acétique (Ethylene diamine tetraacetic acid) 
EGTA  Acide éthylène glycol-bis-b aminoéthyl éther-N, N, N', N'-tétra acétique 
  (Ethylene glycol tetra acetic acid) 
eIF4E   Facteur d’initiation de la traduction chez les eucaryotes 4E (Eukaryotic 
  translation initiation factor 4E) 
EGF   Facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor) 
EGFR   Récepteur du facteur de croissance épidermal (Epidermal Growth Factor 
  Receptor) 
EMT  Transition épithélio-mésenchymateuse (Epithelial-mesenchymal   
  transition) 
  
 
xxiv
ERK   Kinase régulée par un signal extracellulaire (Extracellular signal-  
  Regulated Kinase) 
FACS   Cytométrie en flux (Fluorescence Activated Cell Sorting) 
FAK   Kinase d'adhérence focale (Focal Adhesion Kinase) 
FBS   Sérum foetal de bovin (Foetal Bovine Serum) 
HCC  Carcinome hépatocellulaire (Hepatocellular carcinoma) 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  
FGF   Facteur de croissance fibroblastique (Fibroblast Growth Factor) 
FTI   Inhibiteurs de la farnesyle transférase (Farnesyl transferase inhibitors)  
G0  Phase G0 (Gap 0) 
G1  Phase G1 (Gap 1) 
GDP   Guanosine di-phosphate 
GFP   Protéine fluorescente verte (Green Fluorescent Protein) 
Gln  Résidu Glutamine (Q) 
Glu  Résidu Acide glutamique (E) 
GLUT1 Transporteur de glucose de type 1(Glucose transporter 1)  
GNEF   facteur d'échange des nucléotides guanine (Guanine nucleotide exchange 
  factor) 
GPCR   Récepteurs couplés aux protéines G (G protein-coupled receptors) 
Grb2   Protéine qui lie le récepteur des facteurs de croissance 10 (Growth- 
  factor receptor-bound protein 10) 
GTP   Guanosine tri-phosphate 
HA  Human influenza hemagglutinin  
HAT   Histones acétyltrasférases (Histone actetyltrasferase)  
HBV    Virus de l'hépatite B (Hepatitis B virus) 
HCL  Hydrogen chloride 
HCV    Virus de l'hépatite C (Hepatitis C virus) 
HGF  Hepatocyte growth factor 
  
 
xxv
HIEC  Cellule épithéliale intestinale normale humaine (Normal human   
  intestinal epithelial cell) 
h-Int3sh  Domaine intracellulaire de Notch4/Int3 
HIV   Virus de l'immunodéficience humaine (Human immunodefiency virus) 
HMG  Protéine à haute mobilité (High mobility protein) 
HTLV-1  Virus lymphotropique des cellules T de type 1 (Human T-cell   
  lymphotropic virus type 1) 
HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma  
H2O2   Peroxyde d'hydrogène 
HP   Polype hyperplasique (Hyperplaisc polyp) 
HPRT  Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase  
HPV   Virus du papillome humain (Human papilloma virus) 
IBD  Maladies inflammatoires de l'intestin (Inflammatory bowel disease) 
IEC-6   Cellule intestinale épithéliale de rat (Intestinal epithelial rat cell) 
IEMC  Cellule endothéliale microvasculaire de l'intestin (Intestinal   
  microvascular endothelial cells) 
IFN   Interféron 
IGF-I   Facteur de croissance analogue de l’insuline (Insulin-like growth factor I) 
IL   Interleukine 
IP3   Inositol- triphosphate 
IRIC  Institut de recherche en immunologie et cancérologie 
JNK  c-Jun N-terminal kinase 
KSR   Protéine kinase suppresseur de RAS (Kinase suppressor of Ras) 
Leu  Résidu Leucine (L) 
LMB  Leptomycin B 
Lys  Résidu Lysine (K) 
MAP   Protéine activée par les mitogènes (Mitogen Activated Protein) 
MAPK  Protéine-kinase activée par les mitogènes (Mitogen Activated Protein 
  Kinase) 
  
 
xxvi
MAPKK  Protéine-kinase kinase activée par les mitogènes (Mitogen Activated  
  Protein Kinase Kinase) 
MEC   Matrice extracellulaire 
MEF   Fibroblaste embryonnaire de souris (Mouse Embryonic Fibroblast) 
MEK   MAP/ERK kinase 
MKK   MAP kinase kinases 
MKKK  MAP kinase kinase kinases 
MHC  Major histocompatibility complex  
MKP   Protéine phosphatase MAP kinase 
MLCK Myosin light chain kinase  
MMP   Métalloprotéinase de la matrice (Matrix metalloproteinase)  
MMR   Réparation des mésappariements (Mismatch repair) 
MOG35-55  Glycoprotéine oligodendrocyte de la myéline  
MP-1   Partenaire de MEK1 -1 (MEK1-Partner-1) 
MSI   Instabilité microsatellite (Microsatellite instability) 
MSK   Kinase activée par les mitogènes et par le stress (Mitogen- and   
  stress activated protein kinase) 
Myr  Sarcoma virus Src myristoylation signal (MGSSKSK) 
Ncaph2 Sous-unité H2 des complexes des condensines non-SMC (Non-SMC  
  condensin II complex subunit H2) 
NCFC   Neuro-cardio-facial-cutané (Neuro-cardio-facial-cutaneous) 
NES   Séquence d’exclusion nucléaire 
NF1   Neurofibromatose de type 1 (Neurofibromatosis type 1) 
NIH 3T3   Fibroblaste embryonique de souris (Mouse embryonic fibroblast cell line) 
NGF   Facteur de croissance neuronal 
NLS   Signal de localisation nucléaire 
NSCLC  Non small cell lung cancer 
NPC   Complexe des pore nucléaires (Nuclear pore complex) 
  
 
xxvii
PAGE   Électrophorèse en gel de polyacrylamide (Polyacrylamide gel   
  electrophoresis) 
PAK   p21-activated protein kinase 
PBS   Tampon phosphate salin (Phosphate buffer salin) 
PCR   Réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction) 
PDGF   Facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet-derived growth  
  factor) 
PEA-15    Phosphoprotéine 15 enrichi dans les astrocytes (Phosphoprotein enriched 
  in astrocytes 15) 
PI  Propidium idodide 
PI-3K   Kinase-3 phosphoinositide (Phosphoinositide 3-Kinase) 
PKA   Protéine kinase A 
PLC-β  Phopholipase C- β  
PMA  Phorbol 12-myristate 13-acetate  
PMSF   Fluorure de phényl-méthyl sulfoxide (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride) 
poly-HEMA Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) 
PP1   Protéine phosphatase 1 (Phosphatase protein 1) 
PP2A   Protéine phosphatase 2A (Phosphatase protein 2A) 
RALGDS  Stimulateur de la dissociation des nucléotides guanine (Ral guanine  
  nucleotide-dissociation stimulator) 
RKIP   Protéine inhibitrice de la kinase RAF (RAF kinase inhibitor protein) 
ROCK  Rho-associated protein kinase  
RSK  Ribosomal s6 kinase  
RTK   Récepteur à activité tyrosine kinase (Receptor tyrosine kinase) 
RT-PCR Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
S  Phase S (Synthèse) 
SAC   Checkpoint d'assemblage du fuseau mitotic (Spindle assembly checkpoint) 
SDS   Dodécyle-sulfate de sodium (Sodium Dodecyl Sulfate) 
SEM  Standard error of the mean  
  
 
xxviii
Ser   Résidu sérine (S) 
shRNA short hairpin RNA 
SOS   Facteur d’échange de GTP pour Ras (Son of Sevenless) 
SPRED  SPROUTY-related enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein  
  homology 1 domain-containing 
SSA   Adénome serrate sessile (Sessile serrated adenoma) 
SKY   Caryotypage spectrale (Spectral karyotyping)  
TGF-  Facteur de croissance tumorale-béta (Tumor growth factor-) 
TGF-β  Facteur de croissance tumorale-béta (Tumor growth factor-β) 
Thr   Résidu Thréonine 
TMA   Micromatrice tissulaire (Tissue microarray) 
TNF   Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor) 
Topo II  Topoisomérase II 
TS  Souche trophoblastique 
TSA   Adénome serrate traditionnel (Traditionnal serrated adenoma) 
TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling  
Tyr   Résidu Tyrosine 
Ub   Ubiquitine 
uPA  Urokinase-type plasminogen activator 
USP   Ubiquitine par le protéasome   
UV   Ultra violet 
Val  Résidu Valine (V) 
VEGF   Facteur de croissance endothélial vasculaire (Vascular Endothelial Growth 
  Factor) 
 
 
 
 
 
  
 
xxix
UNITÉS 
 
μ   Micro 
Da   Dalton 
g   Gramme 
h   Heure 
min  Minute 
M   Molaire
  
 
xxx
LA DÉDICACE 
à  Cristian 
 
  
 
xxxi
REMERCIEMENTS 
 Mes remerciements vont d'abord au Dr Sylvain Meloche, mon directeur de 
recherche, qui m'a accordé son entière confiance et m'a laissé une grande liberté quant aux 
directions choisies par rapport au projet de doctorat initialement proposé. La porte de son 
bureau était toujours ouverte pour les discussions de tous genres et cette facilité de 
communication fut grandement appréciée. Je tiens aussi à exprimer ma profonde gratitude à 
Sylvain pour avoir dit «oui» à pratiquement toutes mes (nombreuses) idées et pour avoir 
respecté mon besoin d'indépendance et mes choix.  
 Je tiens aussi à exprimer ma reconnaissance aux membres du Jury, soit les Dr 
Vincent Archambault, Dr François Boudreau, Dr Jean-François Côté et Dr Stéphane Roy, 
qui ont gracieusement accepté de prendre le temps de lire ma thèse et de siéger sur ce 
comité. 
 Ma gratitude et mon admiration vont aussi à Cristian, mon conjoint, qui a toujours 
été d'un grand enthousiasme et positivisme. Il a su me soutenir, m’encourager et m’aider 
tout au long de mon doctorat. Cristian s'informait chaque soir de «la découverte du jour» : 
j'aurais bien apprécié qu'il y en ait autant...  
 Un merci tout spécial à Kim Lévesque, technicienne en soin animal, pour son aide 
d'une grande valeur avec les souris. Kim a effectué avec professionnalisme et minutie 
divers protocoles d'expérimentations et s'est occupée de la génération des cohortes, du 
génotypage, des traitements, etc. 
 Merci également aux collaborateurs, notamment le Dr Jonas Dorn, avec qui j'ai eu 
de très intéressantes discussions scientifiques et le Dr Louis Gaboury, qui m'a beaucoup 
appris sur l'analyse histopathologique. 
 Je voudrais également remercier les Dr Marc Saba El Leil et Dre Laure Voisin qui 
ont gentiment lu une partie de ma thèse et qui m'ont fait part de leurs commentaires. 
J'adresse aussi mes remerciements au Dr Philippe Charland et Kristin Talbot Neel, qui ont 
  
 
xxxii
révisé les manuscrits et la thèse. 
 Et, finalement, je tiens à exprimer ma gratitude à tous les membres du laboratoire 
Meloche, présents et passés, qui ont su créer une ambiance de travail conviviale, 
chaleureuse et agréable. Ils sont aussi devenus des amis avec qui j’ai pu partager des 
discussions animées, tant sur le plan scientifique que personnel.  
 
  
INTRODUCTION 
 
Chapitre 1 
Voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2
  
1.1 Voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 
 La voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2, qui intègre une grande variété de 
signaux extracellulaires pour contrôler les réponses biologiques comme la prolifération, la 
différenciation, l'apoptose et la survie cellulaire, est une des voies de signalisation les plus 
étudiées et les mieux caractérisées. Elle est constituée de la GTPases RAS qui, une fois 
activée, transmet ses signaux à la sérine/thréonine kinase RAF. Raf activé phosphoryle 
MEK1 et MEK2 qui, à leur tour, activent les kinases ERK1 et ERK2, leurs seuls substrats 
connus à ce jour. La phosphorylation de ERK1/2 permet l'activation de nombreuses cibles 
localisées à la membrane plasmique, au cytoplasme et au noyau : l'activation de ces 
substrats enclenche une multitude de réponses.  
1.1 Les composantes  
1.1.1 La GTPase RAS 
 RAS est une petite GTPase qui alterne entre sa conformation inactive, liée au GDP 
(guanosine diphosphate) et sa forme active, liée au GTP (guanosine triphosphate) (Ras-
GDP et Ras-GTP respectivement). Les protéines Ras régulent de multiples réponses 
cellulaires par des stimulus extracellulaires tels que les facteurs de croissances qui se lient 
aux récepteurs de surface cellulaire.  
 À la suite d’une activation, les récepteurs tyrosines kinases vont recruter le facteur 
d'échange de nucléotides guanine (GNEF) SOS via les protéines adaptatrices Shc et Grb2. 
SOS peut ensuite convertir RAS localisé à la membrane sous sa forme inactive, liée au 
GDP, en RAS activé, sous sa forme liée au GTP (revue dans [1]). RAS lié au GTP peut 
interagir avec plusieurs effecteurs tel que : RAF, PI3K (Kinase-3 phosphoinositide) et 
RALGDS (Ral guanine nucleotide-dissociation stimulator), permettant ainsi la régulation 
de divers processus cellulaires tel que la prolifération, l'apoptose et la migration cellulaire 
[2, 3] (figure 1.1).   
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Figure1.1. Schéma de la voie de signalisation de RAS. (Schubbert et al, 2007. Nature 
reviews [1]). 
 Les trois gènes Ras codent pour quatre protéines de 21 kD hautement homologues : 
HRAS, KRAS4A, KRAS4B et NRAS. KRAS4A et KRAS4B sont le résultat d'un épissage 
alternatif de la portion C-terminale de l'isoforme KRAS. Les résidus 1-165 de la portion N-
terminale des trois isoformes de RAS, comprennent le domaine G, qui constitue la partie 
hautement conservée de cette GTPases. Les protéines RAS divergent davantage au niveau 
de la partie C-terminale connue comme étant la région variable [4, 5]. Les protéines Ras 
sont exprimées ubiquitairement mais, plus spécifiquement, HRAS est fortement exprimée 
dans le cerveau, l'épithélium, les muscles et faiblement dans le foie. KRAS est présente 
dans le poumon, le colon et le thymus, alors que NRAS est davantage présente dans le 
thymus et les testicules [5, 6]. 
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 Des mutations activatrices de RAS sont observées dans environ 30% des cancers. 
Habituellement, les mutations somatiques de RAS introduisent une substitution d'acide 
aminé aux positions 12, 13 ou 61. Ces altérations induisent l'activation constitutive de RAS 
en conférant une résistance au GAP, ce qui engendre l'accumulation de RAS dans sa forme 
active liée au GTP [7]. Les mutations activatrices de KRAS sont principalement associées 
aux cancers colorectaux, pancréatiques, endométriaux, pulmonaires et du col de l'utérus. 
Les mutations de KRAS et de NRAS se retrouvent dans les leucémies myéloïdes, alors que 
les mutations de NRAS et de HRAS sont prédominantes dans les mélanomes et les cancers 
de la vessie, respectivement [4, 8]. Certains désordres de développement sont également 
associés à une dérégulation de l'activation de la voie MAP kinase ERK1/2, tels que les 
syndromes neuro-cardio-facio-cutané (NCFC). Les NCFC regroupent des syndromes qui 
possèdent des phénotypes similaires associés à une régulation aberrante de RAS, tels que la 
neurofibromatose de type 1(NF1), les syndromes de Costello, de Noonan, de LEOPARD et 
le CFC [9]. À titre d'exemple, le CFC est un syndrome caractérisé par diverses anomalies 
cranio-faciales, des tissus cardiaques et ectodermiques, ainsi que de retard mental [10].  
 La signalisation de RAS requiert des modifications post-traductionnelles, telles que 
la farnesylation, qui est requise pour la localisation à la membrane. L'idée de développer 
des inhibiteurs de la farnesyle transférase (FTI) pour le traitement du cancer a donc été 
explorée. Par exemple, le Tipifarnib (R115777), s'est avéré être un puissant inhibiteur de 
RAS. Le Tipifarnib avait démontré des effets anti-prolifératifs, anti-angiogéniques et pro-
apoptotiques intéressants lors d'études précliniques sur le cancer du pancréas [11]. 
Toutefois, lors des essais cliniques, le Tipifarnib n'a pas démontré d'effet anti-tumoral 
satisfaisant [12]. De plus, des analyses subséquentes ont démontré que plusieurs autres 
voies de signalisation étaient affectées par l'inhibiteur [13]. 
1.1.2 Les MAP kinase kinase kinases A-RAF, B-RAF et RAF-1 
 La partie la plus complexe de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 est 
l'activation de RAF. Cette étape requiert l'orchestration de plusieurs événements clés, 
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incluant le recrutement à la membrane, la phosphorylation et l'oligomérisation de RAF. 
L'un des régulateurs critiques de cette étape est KSR, qui agit à titre de protéine 
d'échafaudage mais aussi, selon de récentes études, serait associé spécifiquement au 
processus d'activation de RAF [14]. 
 La famille RAF est constituée de trois membres, soit A-RAF, B-RAF et RAF-1 (ou 
C-RAF). Sous sa forme inactive, RAF est localisé dans le cytoplasme et est associé à la 
protéine 14-3-3. Le processus d'activation de RAF requiert son recrutement à la membrane 
par RAS-GTP et est associé avec la déphosphorylation de la serine 259, sa dissociation 
d'avec 14-3-3 et sa stabilisation dans une conformation ouverte [15]. Il n'a pas été 
clairement établi si les différents paralogues de RAF ont la même affinité pour les 
différents isoformes de RAS, mais il a été rapporté que RAF-1 est recruté principalement 
par KRAS suivant une stimulation par des facteurs de croissance [16].  
 RAF-1 est exprimé ubiquitairement dans les différents tissus, alors que A-RAF est 
exprimé principalement en réponse aux stéroïdes, particulièrement dans les tissus 
urogénitaux et les reins. B-RAF est retrouvée dans la plupart des tissus, mais avec une 
prédominace au niveaux des tissus neuronaux et ses dérivés [17]. 
 La phosphorylation de RAF-1 sur la sérine 259 médie sa liaison avec 14-3-3- et a un 
rôle négatif sur son activité. Il a d'ailleurs été démontré qu'une substitution en alanine de ce 
site augmente l'activité basale de RAF. Akt et PKA ont été associés à la phosphorylation de 
la serine 259. La déphosphorylation de la serine 259, suivant une stimulation par des 
facteurs de croissance, est médié par la protéine phosphatase 2A (PP2A) ou la protéine 
phosphatase 1 (PP1) [15]. De récentes études ont démontré que RAF-1 et B-RAF sont 
soumis à une régulation négative par ERK1/2.  La phosphorylation de cinq résidus de RAF-
1 (Ser29, Ser289, Ser296, Ser301 et Ser642) par ERK1/2, à la suite d’une stimulation par 
des facteurs de croissance, a été associée à une régulation négative de l'activité kinase de 
RAF [15, 18].   
  
 
6
 Des mutations de A-RAF et C-RAF sont extrêmement rares mais une mutation de la 
valine 600 en acide glutamique (V600E) de B-RAF est observée dans environ 8% des 
cancers et, plus spécifiquement, dans 43% des mélanomes, 27% des cancers de la glande 
thyroïde, 15% des cancers des ovaires et 15 % des cancer colorectaux [19]. Une douzaine 
de mutations de B-RAF ont également été répertoriées dans le CFC [10].  
 L'inhibition de RAF pour le traitement du cancer est une avenue intéressante. Parmi 
les inhibiteurs de RAF, se retrouve le Sorafenib ou Nexavar (BAY 43-9006 ), qui cible les 
protéines RAF-1 et très faiblement, B-RAF. Par contre, il a été démontré que la molécule 
n'est pas spécifique et que les récepteurs VEGF-R2 et VEGF-R3, FGFR-1, Flt3 et c-Kit, 
ainsi que le récepteur du facteur plaquettaire PDFGβ sont également ciblés. Ceci étant dit, 
le Sorafenib est actuellement indiqué pour le carcinome hépatocellulaire (CHC) et le cancer 
rénal métastatique  [20]. Plus récemment, le Vemurafenib ou Zelboraf (PLX4032, RG7204 
ou RO5185426), un inhibiteur de BRafV600E, a été approuvé pour le traitement du 
mélanome métastatique.  
1.1.3 Les MAP kinase kinases MEK1/2 
 MEK1 et MEK2 forment un duo de kinases dont les deux isoformes ont été 
hautement conservés, à travers l'évolution, avec environ 85% d'homologie. Les deux 
isoformes mammaliens sont : MEK1 (45 kD) (et sa forme alternativement épissée MEK1b 
(43 kD)) et MEK2 (46 kD). Ces protéines sont composées d'un domaine kinase entouré 
d'un domaine N-terminal de 80 acides aminés et d'un domaine C-terminal de 30 acides 
aminés [21].  
 MEK1/2 sont activés par la phosphorylation de deux serines (Ser218 et Ser222 pour 
MEK1), situées dans leur boucle d'activation dans le motif Ser-Xaa-Ala-Xaa-Ser/Thr, qui 
se localise entre les sous-domaines VII et VIII de la boucle catalytique de MEK1 [22]. Les 
principaux activateurs de MEK sont les membres de la famille RAF, mais d'autres kinases, 
tels que c-Mos, MEKK1 et Tpl-2, sont aussi habilités à phosphoryler ces deux résidus [23]. 
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L'inactivation de MEK1/2 se fait par une rapide déphosphorylation de ces deux serines, 
principalement par la phosphatase Ser/Thr PP2A [24]. En plus de la phosphorylation des 
deux résidus de la boucle d'activation, l'activité de MEK1/2 est régulée par plusieurs 
événements de phosphorylation/déphosphorylation de divers résidus. Par exemple, la 
phosphorylation de la Ser386 de MEK1 se fait par ERK1/2. Cette phosphorylation peut à la 
fois inhiber l'activité de ERK1/2 ou, sous certaines conditions, faciliter son activation en 
augmentant la liaison de MEK1 avec la protéine d'échafaudage Grb10 [25]. La 
phosphorylation de la Ser298 de MEK1 par PAK1 interfère également avec son activation 
[26]. 
 MEK1/2 sont des kinases à double spécificité qui, lorsqu’activées, phosphorylent 
les résidus thréonine et tyrosine de ERK1/2 (Thr183 et Tyr185), engendrant leur activation 
[27]. ERK1 et ERK2 sont les deux seuls substrats connus de MEK1/2. En plus de leur rôle 
d'activateurs, MEK1/2 agissent comme ancre cytoplasmique de ERK1/2 [28, 29]. Il a 
également été proposé que MEK transloque au noyau, uniquement pour procéder à 
l'exportation de ERK1/2 vers le cytoplasme [30]. 
 Bien que la voie MEK/ERK1/2 soit fréquemment activée dans les cancers et les 
leucémies [31], des mutations de MEK1 ou MEK2 sont extrêmement rares. L'analyse de 
207 tumeurs primaires du poumon a permis d'identifier une mutation somatique dans l'exon 
2 de MEK1. La substitution K57N a été révélée dans deux adénocarcinomes pulmonaires 
[32]. Également, l'analyse d'une quinzaine de lignées de tumeurs ovariennes a révélé la 
substitution D67N [33]. Des mutations de MEK1 ont aussi été retrouvées dans des 
mélanomes (K57N), avec une prévalence de 3%, ainsi que dans des tumeurs du colon 
(D67N) dans 2,2% des cas. Aucune mutation de MEK2 n'a été répertoriée à ce jour [34]. 
L'expression de ces divers mutants de MEK1 a été associée à une augmentation de 
l'activation de ERK1/2 [32-34]. Une quinzaine de mutations de MEK1 et MEK2 ont aussi 
été rapportées dans le syndrome CFC [35, 36]. 
 Une description détaillée des divers inhibiteurs de MEK1/2 se retrouve dans l'article 
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de revue présenté au chapitre 2. 
1.1.4 Les MAP kinases ERK1/2 
 La dernière portion de la cascade des MAP kinases est composée des kinases ERK1 
et ERK2, qui sont le produit des gènes conservés au cours de l'évolution, ERK1 (Mapk1) et 
ERK2 (Mapk3) [37-39]. En plus des deux principales protéines ERK1 (44 kD) et ERK2 (42 
kD), qui ont environ 85% d'homologie, des formes alternativement épissées ont été 
décrites, soit : ERK1b chez les rongeurs [40], de même que ERK1c et ERK2b chez les 
primates [41].  
 Tel que mentionné précédemment, ERK1/2 sont activés par la double 
phosphorylation des résidus tyrosine et thréonine (Thr183 et Tyr185) de leur motif Thr-
Xaa-Tyr [42] par MEK1/2. Des analyses de divers mutants de ERK1/2 avaient permis 
d'établir que la région comprise entre les acides aminés 312-320, localisée dans la partie C-
terminale, est importante pour l'interaction de ERK avec MEK [29, 43]. Cette région avait 
alors été nommée séquence de rétention cytoplasmique (CRS), mais des études 
subséquentes ont démontré que cette portion interagit avec plusieurs autres protéines : elle 
fut dès lors nommé domaine de docking commun (CD) [44]. Les principaux sites 
d'interaction de cette région sont les acides aminés Asp316, Asp318 et Glu320 dans ERK2, 
ainsi que quelques résidus hydrophobes. Cette région est connue pour interagir avec les 
trois résidus basiques et deux résidus hydrophobes du N terminal de MEK appelé domaine 
D [45]. L'autre domaine important est le site de docking qui contient une séquence 
consensus Phe-X-Pro (domaine DEF) [46].   
 À ce jour, aucune mutation dans ERK1/2 n'a été associée au cancer [31]. Les 
inhibiteurs de ERK ne sont pas une avenue thérapeutique intéressante en raison d'un 
manque de spécificité. Le domaine de liaison à l'ATP de ERK, qui est similaire à celui des 
kinases dépendantes des cyclines (CDK), rend une inhibition spécifique de ERK plus 
difficile.  
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1.2 Mécanismes d'activation  
 La voie de signalisation de Ras/Raf/MEK/ERK1/2 peut être activée par divers 
mécanismes, tels que la liaison de ligands aux récepteurs tyrosines kinases ou aux 
récepteurs couplés aux protéines G, ainsi que par les récepteurs d'adhésion cellulaire tels 
que les intégrines. L'activation des divers composants du sentier Ras-ERK1/2 mène à 
l'activation ultime des MAP kinases ERK1/2, dont la phosphorylation des résidus de la 
boucle d'activation engendre une activité de mille fois supérieure à l'activité basale [47]. 
L'activation de ERK par MEK nécessite la reconnaissance de structures secondaires et de 
conformations spécifiques. ERK doit absolument être sous sa forme native car MEK n'est 
pas habilité à phosphoryler la protéine dénaturée ou des peptides dérivés de la séquence de 
la boucle d'activation [27] (figure 1.2). 
                                                                                                                   
 
Figure 1.2 Mécanisme d'activation de la voie de signalisation de 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2.  
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1.2.1 Voie des récepteurs couplés aux protéines G 
 La voie de signalisation des MAP kinases ERK1/2 peut être activée par des ligands 
qui stimulent les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Les récepteurs compris dans 
cette famille sont formés de sept domaines transmembranaires constitués d'hélice-α et qui 
sont couplés aux protéines G hétérotrimériques. Les protéines G sont composées des sous-
unités α, β et γ et, sous leur forme non activée, la sous-unité α est associée au GDP. À la 
suite d’une activation, le GDP est remplacé par un GTP ; ensuite, la protéine G 
hétérotrimérique se dissocie du récepteur et puis se scinde en sous-unités α-GTP et βγ [48].  
 L'activation de ERK par la voie des récepteurs couplés aux protéines G est bien 
documentée [49, 50]. Il a même été démontré que la surexpression des sous-unités βγ est 
suffisante pour l'induction de la phosphorylation de ERK via l'activation de RAS et de la 
phopholipase C-β (PLC-β) [51]. En fait, lorsque la protéine G hétérotrimérique est 
dissociée en sous-unités α-GTP et βγ, la sous-unité βγ stimule la phosphorylation en 
tyrosine de Shc par Src via l'intermédiaire de PI-3 kinase-γ. Cette phosphorylation permet 
l'accumulation de RAS-GTP et, par conséquent, l'activation de la voie Ras-ERK1/2. Ainsi, 
les complexes Shc-Grb2 couplent le signal des GPCR jusqu'à ERK [52].   
 L'activation de ERK peut également se faire via les sous-unités αq/11 : le mécanisme 
est alors dépendant de PKC et de la PLC-β plutôt que de PI-3 kinase-γ [53-55]. L'activation 
jusqu'à ERK1/2 peut aussi s'effectuer via les GPCR, la signalisation menant à ERK 
requérant alors la présence de la protéine kinase A, en plus d’impliquer la participation de 
Rap1 et B-RAF [56]. 
1.2.2 Voie des récepteurs tyrosine kinases 
 Les MAP kinases ERK1/2 sont aussi activées par des stimulus qui agissent sur les 
récepteurs à la surface des cellules, tels que les récepteurs tyrosine kinase (RTK). Des 
études ont démontré que le récepteur de l'EGF est rapidement phosphorylé en tyrosine à la 
suite d’une stimulation par des antagonistes des GPCR, tels que la thrombine, l'acide 
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lipophosphatidique [55] ou des facteurs de croissance tels que l'EGF, PDGF et IGF [57]. 
Cette activation a été associée à l'induction de l'expression de c-fos et à la synthèse de 
l'ADN, événement initié par l'activation de ERK. Ces effets sont inhibés par l'expression 
d'un dominant négatif du récepteur de l'EGF et il a été démontré que l'activité tyrosine 
kinase du récepteur EGF est essentielle à la réponse mitogénique des GPCRs [55]. 
 La liaison des ligands de type EGF, PDGF ou IGF aux RTKs [57] enclenche l'homo 
et/ou hétérodimérisation et stimule l'activité du récepteur. Le récepteur RTK activé peut 
alors s'autophosphoryler ou phosphoryler un de ses partenaires de dimérisation. Cette 
phosphorylation permet alors la création d’un motif phospho-tyrosine, qui sert de site 
d'ancrage pour les protéines adaptatrices qui contiennent un domaine SH2 [58], tels que 
Shc et Grb2 [59]. Les protéines qui continennent un domaine SH3, tels que le facteur 
d'échange SOS, se lient plutôt à des régions riches en prolines [60]. Comme nous l’avons 
décrit précédemment à la section 1.1, SOS catalyse l'échange du GDP en GTP de RAS, 
permettant ensuite au RAS-GTP de recruter RAF à la membrane, ce qui permet sa 
phosphorylation par d'autres kinases. RAF activé peut ensuite enclencher l'activation du 
module MEK-ERK1/2 [61]. 
1.3.3 Voie des intégrines 
 L'activation de ERK1/2 peut également s'effectuer suite à l'adhésion cellulaire qui 
est modulée par les intégrines. Celles-ci font partie d'une famille de récepteurs 
transmembranaires qui sont constitués d'hétérodimères situés entre les sous-unités α et β. 
Ces sous-unités dirigent la liaison des cellules avec les protéines de la matrice 
extracellulaire (MEC) comme le collagène ou la fibronectine. Cette interaction 
intégrine/MEC permet la formation de points d'adhésion focaux et l'adhésion [62]. Les 
intégrines modulent à la fois des interactions mécaniques qui permettent l'adhésion 
cellulaire, mais aussi des interactions biochimiques qui modulent la signalisation cellulaire 
[63].  
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 Des analyses menées par Aplin et al. (1999) [64] ont démontré qu'en réponse aux 
facteurs de croissance, les sous-unités α2, α3 et α5 des intégrines, activent fortement la voie 
des MAP kinase ERK1/2 et que le niveau d'activation était comparable, peu importe le type 
de chaîne α. Par contre, la stimulation par des facteurs de croissance de cellules maintenues 
en suspension, engendre plutôt une faible activation de ERK1/2. Des résultats similaires ont 
été observés avec l'utilisation d'anticorps dirigés contre l'intégrine [64-67]. 
 En fait, la liaison des intégrines à la MEC induit la formation de complexes 
d'adhésion cellulaires via l'assemblage de protéines de signalisation et d'éléments du 
cytosquelette. En se liant à p125FAK, les intégrines induisent son autophosphorylation sur 
la tyrosine 397, ce qui permet alors le recrutement de Src ou Fyn via leur domaine SH2. Src 
recruté induit la phosphorylation de plusieurs composants du complexe d'adhésion, dont la 
phosphorylation de pFAK125, ce qui engendre la création d'un site de liaison pour le 
complexe Grb2-Sos et l'activation subséquence de la voie Ras-ERK1/2 [68].  
 L'activation de ERK peut aussi être induite via l'activation de la tyrosine kinase Fyn. 
Fyn recrute Shc et phosphoryle sa tyrosine 317, ce qui permet le recrutement du complexe 
Grb2-Sos et l'activation subséquente de la voie [69]. L'intensité de l'activation de la voie de 
ERK varie selon les acteurs : une activation par Fyn-Shc est associée à une activation 
rapide et intense alors qu'une activation via pFAK125 est plus lente, mais plus soutenue 
[70-72].   
 La régulation de l'activité de ERK1/2 par les intégines peut se faire via la kinase 
activée p21 (PAK). L'activation de PAK1 par la GTPase Rac et la protéine Nck nécessite 
l'adhésion cellulaire [73]. Des études menées sur des cellules non adhérentes ont montré 
que le recrutement à la membrane de Rac est inhibé, ce qui empêche sa liaison avec Nck et 
son activation [74]. Il a également été rapporté que des traitements à la cytochalasine D, un 
agent de dépolymérisation de l'actine qui rompt les points d'adhésion focaux, engendre une 
diminution de l'activité de PAK1, ERK1/2 et FAK [75]. Plus encore, il semblerait que 
l'adhésion cellulaire et/ou l'intégrité du cytosquelette soit nécessaire pour la translocation 
  
 
13
nucléaire de ERK dans certaines cellules. Enfin, il a été rapporté que des traitements à la 
cytochalasine D inhibent la translocation de ERK dans le noyau, de même que l'activation 
de Elk1, une cible nucléaire de ERK, critique pour l'entrée des cellules en cycle [76]. Il 
semblerait donc que l'adhésion cellulaire soit requise pour une activation optimale de 
ERK1/2 par les intégrines. 
1.3 Les mécanismes d'inactivation  
1.3.1 Les protéines phosphatases 
 Les protéines phosphatases des MAP kinases (MKPs) catalysent la 
déphosphorylation des MAP kinases activées. Les MKPs jouent un rôle pivot dans la 
détermination de la amplitude et la durée du signal. Leur distribution dans les divers 
compartiments sub-cellulaires et tissus, intensifient leurs spécificités. Les MKPs qui 
déphosphorylent ERK se classent en trois types, soit : le type I, comprenant MKP-1, MKP-
2,  PAC1 et hVH3 qui sont localisées au noyau ; le type II, constitué de MKP-3, MKP-X et 
MKP-4, ces phosphatases contiennent une séquence d'exclusion nucléaire (NES) et sont 
localisées dans le cytoplasme ; et le troisième type qui est constitué des MKPs atypiques, 
VHR et MKP-6. Ces MKPs atypiques sont des phosphatases à double spécificité, de petit 
poids moléculaire et qui sont localisées dans le noyau et le cytoplasme respectivement [77-
79]. 
 La régulation de ERK1/2 par les phosphatases peut agir sur plusieurs processus 
cellulaires. Par exemple, il a été observé qu'une déplétion de VHR induit un arrêt du cycle 
cellulaire en raison d'une hyperphosphorylation de ERK et JNK. En fait, VHR module 
finement les niveaux de phosphorylation de ERK selon les différentes phases du cycle. Il a 
donc été suggéré que VHR soit nécessaire pour une progression adéquate du cycle 
cellulaire [79].  
 La phosphatase hVH3 (ou DUSP5) quant à elle, peut moduler la localisation de 
ERK1/2. hVH3 engendre la translocation et la séquestration de ERK dans le noyau [80]. 
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Cet ancrage nucléaire, spécifique à ERK, requiert la présence d'un NLS fonctionnel et d'une 
interaction entre le domaine MKB de hVH3 et le domaine CD de ERK. De plus, l'activité 
kinase de hVH3 n'est pas essentielle pour la rétention de ERK dans le noyau. 
 La phosphatase MKP-3 intervient aussi au niveau de la localisation de ERK1/2. Il a 
été démontré que l'habileté de MKP-3 à maintenir ERK dans le cytoplasme requière un 
NES et un domaine kinase (KIM) fonctionnels [81]. L'activité phosphatase de MKP-3 est 
augmentée par la liaison de ERK à son domaine MKB [82, 83].  
 Ainsi, non seulement les phosphatases peuvent réguler l'activité de ERK via une 
modulation de la déphosphorylation ou de la localisation de la kinase, mais ERK peut 
également jouer sur leur activation et leur dégradation. Des mécanismes de régulations 
positives des MKPs par ERK ont été caractérisés et suggèrent une boucle de régulation 
négative. Par exemple, MKP-1 est phosphorylé sur les résidus Ser359 et Ser364 par ERK, 
ce qui prévient sa dégradation par le protéasome 26S [84]. De plus, cette phosphorylation 
n'interfère pas avec sa capacité à déphosphoryler ERK. 
1.3.2 La régulation négative par phosphorylation 
 La voie de signalisation de ERK est également assujetti à une régulation négative 
par phosphorylation. L'un des premiers mécanismes de rétroaction négatif identifié a été 
celui du facteur d'échange de nucléotides guanine SOS qui active RAS. La phosphorylation 
de SOS, à proximité de sa séquence riche en proline, inhibe l'interaction de SOS avec Grb-
2. Cela prévient le recrutement de SOS à la membrane plasmique et, par conséquent, réduit 
l'activation de RAS. La phosphorylation de SOS est médiée par RSK2, une sérine/thréonine 
kinase directement activée par ERK dans le cytoplasme [85].  
 La phosphorylation de divers sites de RAF est un autre mécanisme de rétroaction 
négatif. L'hyperphosphorylation de six sérines (S29, S43, S289, S296, S301 et S642), 
dépendantes de la signalisation de MEK, coïncide avec l'inactivation de RAF-1, ce qui 
engendre une diminution de l'activation de ERK1/2 [15, 18]. En fait, la phosphorylation de 
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ces sites prévient l'interaction de RAF-1 avec RAS et promeut sa déphosphorylation par 
PP2A [86]. 
 Une régulation négative par une phosphorylation de MEK est également possible. 
Des analyses in vitro et in vivo avaient associé la phosphorylation des thréonines 292 et 386 
de MEK1 par ERK1/2 à une diminution de l'activité. Un mécanisme de contrôle par 
rétroaction négatif avait alors été proposé [87]. Non seulement la phosphorylation de la 
thréonine 292 de MEK1/2 a un effet inhibiteur sur ERK1/2, mais elle prévient également la 
phosphorylation de la sérine 298 de MEK1 par PAK1. Ceci empêchant la formation du 
complexe Rac1-PAK1, avec MEK1-ERK1/2, réduisant donc l'activation de la cascade de 
ERK1/2 [26] [88]. La phosphorylation de la thréonine 212 de MEK par ERK1/2 a 
également un effet inhibiteur sur son activité et cette phosphorylation [89] n'interfère pas 
avec les phosphorylations activatrices des sérines 218 et 222 de MEK1 ni sur la liaison 
avec ERK2 [90]. La phosphorylation de la théonine 386 de MEK1 par cdk5/p35 a 
également été associée à une diminution de l'activation de ERK1/2 [91].  
1.3.3 La dégradation protéolytique via le protéasome 
 L'inhibition définitive de la signalisation cellulaire se fait généralement par la 
dégradation de ses composantes protéiques. La plupart des protéines, cytoplasmiques ou 
nucléaires, sont ciblées localement pour une dégradation dépendante de l'ubiquitine (Ub) 
par le protéasome 26S [92]. Le protéasome 26S est un énorme complexe (de 2000 kDa) 
constitué d'environ 50 sous-unités qui est habilité à dégrader les peptides et les protéines 
via ses multiples activités protéases [93].  
 Les protéines visées pour la dégradation sont ciblées par les molécules d'Ub. 
L'ubiquitine est une protéine hautement conservée de 8 kDa qui se lie, de manière 
covalente, au résidu lysine des protéines à cibler pour la protéolyse.  Les protéines peuvent 
être modifiées par une seule molécule d'Ub (monoubiquitination), par une chaîne d'Ub 
(polyubiquitination) [94] ou, encore, par l'addition d'Ub simple mais sur plusieurs résidus 
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lysines (multiubiquitination) [95]. Le processus d'ubiquitination classique requiert la 
présence de trois classes d'enzymes : i) l'enzyme activation de l'Ub (E1) ; ii) les enzymes de 
conjugaisons de l'Ub (E2) et ; iii) les ligases de l'Ub (E3) [96]. Plus de 600 E3 ont été 
répertoriées chez l'humain [97]. 
 Dans une étude menée sur Dictystelium, il a été observé que MEK1 est 
polyubiquitiné en réponse à un chémoattractant par l'ubiquitine ligase E3 MIP-1. MIP-1 a 
donc une double fonction : une dans le contrôle de la localisation nucléaire de MEK1 et une 
deuxième au niveau de sa dégradation via l'ubiquitination [98]. 
 Des analyses in vitro et in vivo ont démontré que le domaine PHD de MEKK1 lui 
confère une activité de type E3 ligase envers ERK1/2. MEKK1 s'associe directement à 
ERK et stimule la polyubiquitination et la dégradation de ERK, en réponse à certains stress, 
tels que le sorbitol [99]. Ainsi, MEKK1 agit à titre d'activateur des voies de signalisation de 
ERK et JNK via son domaine kinase mais, il agit également à titre de régulation négatif 
grâce à son activité d'ubiquitine E3 ligase via son domaine PHD. 
1.4 Les rôles spécifiques des isoformes de MEK1/2 et ERK1/2 
1.4.1 Les modèles de souris knockout ERK1 et ERK2 
 Bien que les deux isoformes soient ubiquitairement exprimés dans les divers tissus 
et types cellulaires, le niveau d'expression de chacune des protéines varie d'un tissu à 
l'autre. Des niveaux plus élevés de ERK1 ont été observés dans le poumon et l'intestin, 
alors que des niveaux plus élevés de ERK2 ont été associés aux tissus cardiaques et 
musculaires. Des différences au niveau de l'ARN messager (ARNm) de ERK1 et ERK2 ont 
aussi été relevés lors de la différenciation de tératocarcinome P19 [39]. Ces observations 
suggèrent que chacune des isoformes de ERK pourrait avoir des rôles spécifiques.  
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1.4.1.1 Le modèle de souris knockout ERK1 
 La spécificité de l'isoforme de ERK1 a été étudiée par la génération d'une souris 
déficiente en ERK1 par recombinaison homologue dans des cellules souches 
embryonnaires. Les souris Erk1-/- sont viables, fertiles et de taille normale. L'ablation 
spécifique de ERK1 n'influence pas le niveau d'expression de l'isoforme ERK2 dans les 
cellules du thymus, de la rate, du nerf sciatique ou les fibroblastes embryonnaires de souris 
(MEFs). Aucune différence dans le taux de prolifération des MEFs Erk1-/- versus les MEFs 
de type sauvage n'a été observé. Cependant, il été observé que la maturation des 
thymocytes en cellules CD4+ et CD8+  des souris Erk1-/-, est réduite de moitié [100]. Ces 
résultats ont toutefois été invalidés dans une étude menée par un autre groupe, qui a montré 
que l'activité de ERK1/2 n'est pas requise pour la complétion de la différenciation ni pour la 
maturation des thymocytes en cellules CD4+ et CD8+ [101]. 
 Également, notre laboratoire a démontré des variations dans la prolifération des 
MEFs Erk1-/- en fonction des fonds génétique des souris. Nous avons observé que les MEFs 
Erk1-/- prolifèrent significativement moins que des MEFs de type sauvage en fond 
génétique CD-1. Alors que, tel que publié par Pagès et al. [100], les MEFs Erk1-/- dérivées 
des souris de fond mixte 129 X C57BL/6 prolifèrent similairement aux MEFs de type 
sauvage [102]. 
 Un rôle pour ERK1 dans le système immunitaire a également été rapporté. Les 
souris Erk1-/- ont une sensibilité plus accrue à des peptides de la glycoprotéine 
oligodendrocyte de la myéline (MOG35-55) et développent une encéphalite auto-immune 
expérimentale plus sévère que les souris de type sauvage. Il semble donc que ERK1 ait un 
rôle spécifique dans les réponses auto-immunes via les cellules Th1 [103].  
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1.4.1.2 Le modèle de souris knockout ERK2 
 
 Bien que l'inactivation de l'isoforme ERK1 n'affecte pas la viabilité des souris [100], 
l'ablation de l'isoforme de ERK2, telle que démontré par les travaux du Dr Saba El Leil 
[104] dans le laboratoire, est associée à une létalité embryonnaire précoce chez la souris. La 
létalité survient après le stade de l'implantation et se caractérise par une incapacité des 
embryons Erk2 -/- à former le cône ectoplacentaire et l'ectoderme extra-embryonnaire, qui 
doit donner place au trophoblaste mature. Bien que ERK1 et ERK2 soient largement 
exprimés durant tous les stades du développement embryonnaire, l'inhabilité de Erk1 à 
compenser pour la perte de Erk2 suggère une fonction spécifique de l'isoforme de ERK2  
pour le développement normal du trophoblaste chez la souris. En fait, la signalisation de 
ERK2 serait requise pour la prolifération des cellules souches trophoblastiques (TS) du 
trophectoderme polaire [104]. Cette hypothèse est d'ailleurs supportée par des analyses in 
vitro, qui ont démontré que des lignées de cellules TS ne peuvent pas être générées en 
présence d'inhibiteurs de MEK1/2 [105]. 
 
 Le modèle knockout de Erk2 a donc permis de suggérer un rôle différentiel de 
ERK1 et de ERK2 dans la prolifération et la différenciation de certains types cellulaires. Il 
avait également été suggéré que l’activation de ERK1/2 est dispensable pour la 
prolifération des cellules ES mais essentielle pour leur différenciation [106]. Le modèle de 
souris Erk2-/- a permis de confirmer cette hypothèse : aucun changement dans la 
prolifération des cellules épiblastiques provenant des embryons Erk2-/- ou de type sauvage, 
au jour E6,5, n'a été observé. Ces résultats indiquent que dans les lignées cellulaires 
précoces, les cellules répondent différemment à la signalisation de ERK1 et de ERK2.  
 
 Dans un tout autre registre, de récentes études ont proposé un rôle unique de ERK2 
dans le processus de reconsolidation de la mémoire en réponse à la peur [107]. Des études 
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subséquentes, menées par une autre équipe, ont associé ERK2 avec la mémoire à long 
terme, de même qu'avec l'apprentissage [108]. 
 
1.4.2 Le modèle de souris knockout de MEK1 et de MEK2 
 
 La protéine MEK2 est à 80% identique et à 90% similaire à la protéine MEK1 chez 
la souris, alors que chez Xenopus, elle est à 91% identique et à 96% similaire [109-111]. 
Deux régions de MEK2 ont une homologie, plus restreinte, avec MEK1, soit le domaine de 
docking de ERK, qui inclut la séquence d'exclusion nucléaire (identique à 33% et similaire 
à 66%) et la séquence spécifique de MEK, qui contient le site de phosphorylation par PAK1 
et le domaine d'interaction avec RAF (21% identique et 36% similaire) [28, 112-114]. Les 
différences de séquence observées entre MEK1 et MEK2 suggèrent une divergence au 
cours de l'évolution qui pourrait mener à des fonctions uniques de MEK1 et MEK2. 
 
1.4.2.1 Le modèle knockout de MEK1 
 
 L'étude du rôle spécifique du gène Mek1 a démontré un rôle essentiel de la protéine 
dans le développement placentaire. Aucune anomalie n'a été détectée avant la mi-gestation 
des embryons Mek1-/-.  Cependant, à 10,5 jours de gestation, les souris déficientes des deux 
allèles de MEK1 meurent. Les analyses histopathologiques ont révélé une diminution de la 
vascularisation du placenta caractérisée par une réduction des cellules vasculaires 
endothéliales au niveau du labyrinthe. La fonction de Mek1 est donc requise pour une 
réponse normale aux signaux angiogéniques et promeut la vascularisation de la région 
labyrinthique du placenta. 
 
 Également, la présence de Mek2 ne s'est pas avérée suffisante pour compenser la 
perte de Mek1 dans les MEFs Mek1-/-. Les essais de migration menés sur des fibroblastes 
Mek1-/- ont démontré que les cellules n'étaient pas habilitées à migrer sur la fibronectine, 
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bien que les niveaux de MEK2 et l'activation de ERK1/2 aient été normaux. La 
réexpression de MEK1 dans les MEFs Mek1-/- a permis de restaurer leur capacité de 
migration [115].  
 
1.4.2.2 Le modèle knockout de MEK2 
 
 L'inactivation du gène de Mek1 est létale au stade embryonnaire et a démontré un 
rôle unique de MEK1 dans l'angiogénèse [115]. Toutefois, l'inactivation du gène de Mek2 
n'a pas révélé de phénotype particulier, que se soit au niveau du poids, de la durée de vie ou 
du comportement des animaux. Les souris Mek2-/- sont viables, fertiles et ne présentent 
aucune altération morphologique ou défaut de croissance. Il semblerait donc que les 
fonctions de Mek2 soient redondantes avec celles de Mek1. Ainsi, la protéine MEK2 ne 
possède pas de fonction spécifique ou essentielle au développement de l'animal qui ne 
puisse pas être compensée par la protéine MEK1 [116]. 
 
1.4.2.3 La délétion des deux isoformes de MEK1/2 
 
 Les interactions génétiques et la redondance fonctionnelle de Mek1 et Mek2 dans le 
renouvellement des cellules épithéliales ont été étudiées dans le laboratoire du Dr Khavari 
(2007) [117]. L'absence de l'une ou l'autre des deux protéines dans l'épiderme n'a pas donné 
de phénotype détectable à la naissance ou à l'âge adulte. Toutefois, le double knockout 
(DKO) s'est avéré létal. Les souris DKOs meurent dès les premières 24 heures suivant la 
naissance, principalement de déshydratation et d'une anomalie fonctionnelle des barrières 
épidermiques. Vers la fin de l'embryogenèse, l'épiderme des DKOs démontre une 
hypoprolifération et une augmentation de l'apoptose des cellules épidermiques, ce qui 
explique l'hypoplasie épidermique observée chez les nouveau-nés. La délétion de Mek1 et 
Mek2 dans l'épiderme adulte résultent en une inhibition de la prolifération et une apoptose 
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massive des cellules épidermiques, accompagnées de l'induction des caspases 3 et 9, qui 
sont associées à l'apoptose.  
 
 Il pourrait sembler surprenant à permière vue, que l'ablation de l'un ou l'autre des 
isoformes de MEK n'ait aucun phénotype, alors que l'ablation des deux résulte en une 
drastique anomalie [117]. Toutefois, il est possible que le phénotype se développe plus 
tardivement à la suite de l'excision d'un seul isoforme ou que la sévérité soit très faible et 
passe alors inaperçue.  
 
1.4.3 Les modèles de souris transgéniques de MEK  
 
 Au cours des dernières années, plusieurs modèles in vivo ont été développés afin de 
caractériser le rôle de MEK1 dans divers processus et/ou tissus spécifiques. Plutôt que par 
l'ablation de la protéine, l'étude s'est effectuée à l'aide de modèles de souris transgéniques 
exprimant la protéine constitutivement active dans des tissus particuliers. Des animaux 
transgéniques exprimant MEK1 activé dans les tissus cardiaques, le cristallin, les 
chondrocytes et la peau ont ainsi été créés. 
 
1.4.3.1 L’expression de MEK1 constitutivement actif dans le coeur 
 Afin d’examiner le rôle de MEK1 dans la régulation de l'hypertrophie cardiaque in 
vivo, l'équipe du Dr Molkentin (2000) [118] a généré des souris transgéniques exprimant 
MEK1 actif sous le contrôle d'un promoteur spécifique au tissu cardiaque (promoteur des 
chaînes lourdes de l'α-myosine). Les animaux transgéniques sont affectés d'une 
hypertrophie concentrique ventriculaire accompagnée d'une augmentation de l'épaisseur 
septale et du mur postérieur du ventricule gauche de 50%. Toutefois, les souris ne 
démontrent aucun signe de cardiomyopathie ou de létalité jusqu'à l'âge de 12 mois [118]. 
Ces souris MEK1EE/α-myosine ont un phénotype cardiaque comparable aux souris 
transgéniques exprimant RAS oncogénique dans les ventricules, mais moins sévère car 
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elles demeurent dans un état non-myopathique [119]. 
1.4.3.2 L’expression de MEK1 actif dans le cristallin  
 Pour comprendre le rôle de la voie de signalisation des MAP Kinases ERK1/2 dans 
la fonction du cristallin,  une souris exprimant MEK1 constitutivement actif (MEK1 
S218E/S222E), sous le contrôle du promoteur α-A-crystallin, a été générée. Aucun 
changement notable dans le cristallin n'a été observé dans les premiers jours suivant la 
naissance. Toutefois, après quatre semaines, les souris transgéniques ont développé de la 
macrophtalmie et des cataractes. Plusieurs altérations morphologiques, tels qu'une 
augmentation de la taille du cristallin, un élargissement des espaces intercellulaires et une 
augmentation des vacuoles cytoplasmiques, ont été observées dans les régions corticales. 
De plus, les cristallins des souris transgéniques ont un taux quatre fois plus élevé du 
transporteur de glucose de type 1 (GLUT1) et ont une augmentation du taux de glucose de 
80% [120]. L'expression de HRAS oncogénique dans le cristallin est suffisante pour 
stimuler la prolifération des cellules du cristallin, induire de l'hyperplasie,  mais ne permet 
toutefois pas la différenciation prématurée des cellules épithéliales du cristallin. 
L'expression de HRAS oncogénique dans le cristallin engendre exactement le même 
phénotype que l'expression de MEK1 actif, soit une hyperplasie dépourvue de 
différenciation précoce [121], démontrant donc l'implication majeure de ERK1/2 dans le 
phénotype. 
1.4.3.3 L’expression de MEK1 actif dans les chondrocytes 
 L'étude du rôle de MEK1 dans le développement et la différentiation des 
chondrocytes a été menée par Murakami et al. (2004) [122]. Les souris transgéniques 
exprimant un mutant constitutivement actif de MEK1 (S218E/S222E) et le promoteur 
Col2α1, ont un phénotype similaire à l'achondroplasie. L'achondroplasie est la forme de 
nanisme la plus commune chez l'humain et elle est causée par des mutations activatrices de 
FGRR3. Les animaux transgéniques MEK1EE/Col2α1 ont une hypertrophie incomplète des 
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chondrocytes dans les plaques de croissance et ont un retard de l'ossification 
endochondrale. Une réduction du collagène de type X et une persistante expression de Sox9 
ont été observées dans les chondrocytes. Ces résultats indiquent que la voie de ERK1/2 
inhibe la différenciation hypertrophique des chondrocytes et régule négativement la 
croissance des os, sans affecter la prolifération des chondrocytes. Une diminution de la 
taille des chondrocytes en comparaison aux lignées issues des animaux de type sauvage est 
également observée chez les animaux transgéniques. L'expression de MEK1 actif dans les 
chondrocytes engendre donc une différentiation hypertrophique et l'achondroplasie [122]. 
1.4.3.4 L’expression de MEK1 et MEK2 actif dans la peau 
 
 Deux modèles d'animaux décrivant l'expression de MEK1 spécifiquement dans la 
peau ont été analysés. Le premier modèle, avec MEK1 actif et le promoteur involucrine, 
qui permet l'expression de MEK1 dans les couches suprabasale de la peau, a été créé. De 
deux à trois mois suivant la naissance, les souris transgéniques ont montré des signes 
importants d'hyperkératose et une hyperprolifération prononcée [123].  
 Le deuxième modèle de souris, permettant l'expression de MEK1 actif au niveau de 
la kératine (promoteur de la kératine 14), de façon inductible au 4-hydroxytamoxifen (4-
OHT), a été créé. L'ajout de 4-OHT topique sur le dos des souris induit une hyperplasie 
épidermique et de l'hyperkératose. De façon surprenante, le modèle de la souris MEK2 
activé-kératine 14, n'a développé aucun phénotype. Bien qu'une augmentation de la 
phosphorylation de ERK1/2 ait été relevée dans les tissus, aucune altération de 
l'homéostasie épidermique n'a été observé dans les souris MEK2 activé [124].  
 Les deux modèles de souris transgéniques de MEK1 activé ont mis en relief une 
forte phosphorylation de ERK1/2. Une augmentation de la taille des glandes sébacées, un 
marquage de Ki-67 dans les couches basales de l'épithélium, l'expression du marqueur 
kératine 6 dans l'épiderme interfolliculaire et un délai dans la différenciation terminale a été 
noté. Le modèle de souris MEK1 actif dans l'épiderme répète les phénotypes d'hyperplasie 
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et d'inhibition de la différenciation cutanée qui sont observés avec les souris transgéniques 
de RAS ou RAF activé exprimé dans la kératine [125].   
1.5 La localisation et les mécanismes de transport de MEK1/2 et ERK1/2 
1.5.1 La localisation subcellulaire de MEK1/2 
 Dans les cellules en quiescence, les divers composés de la cascade de MEK/ERK1/2 
sont localisés dans le cytoplasme. MEK est essentiellement cytoplasmique en raison de sa 
puissante séquence d'exclusion nucléaire (NES) situé dans le domaine N-terminal de la 
protéine [126, 127]. L’interaction de MEK avec différentes protéines d’ancrages et 
d'échafaudages contribue également à sa localisation cytoplasmique. Parmi celles-ci, citons 
KSR1 près de la membrane plasmique [128],  Sef au niveau de l'appareil de Golgi et de la 
membrane [129], ainsi que paxilline sur le cytosquelette [130, 131] (Figure 1.3).  
                         
Figure 1.3. Schéma des différentes protéines associées à la localisation cytoplasmique 
de MEK/ERK1/2. 
 Bien que les régions responsables des interactions de MEK avec les protéines 
d'échafaudages ne soient pas complètement caractérisées, le domaine D basique, qui médie 
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aussi l'interaction de MEK avec ERK, a été associé à des interactions qui stabilisent la 
localisation cytoplasmique de MEK [44]. Le domaine DVD, qui interagit avec les 
régulateurs en amont [132], de même que les résidus du C-terminal, a aussi été associé à 
des interactions qui maintiennent MEK dans le cytoplasme [133]. 
 Bien qu'initialement on ait cru que MEK résidait exclusivement dans le cytoplasme 
des cellules [126, 134], il est désormais établi que MEK fait la navette entre le cytoplasme 
et le noyau [127]. Sous stimulation, MEK se détache de ses ancres cytoplasmiques et 
transloque rapidement dans le noyau. MEK est toutefois rapidement exporté en raison de 
son NES et des exportines. Des analyses ont d'ailleurs révélé que l'export de MEK du 
noyau se fait dix fois plus rapidement que son import nucléaire [135, 136].  
 La fonction de cet aller-retour de MEK dans le noyau, n'est pas clairement établie. Il 
a été proposé que MEK transloque au noyau pour aller phosphoryler sa seule cible connue : 
ERK. Une autre fonction possible de cette translocation, davantage étayée, serait l'export 
nucléaire de protéines qui ne contiennent pas de NES. Il a été démontré que MEK interagit 
avec ERK inactif dans le noyau via leur domaine interaction respectifs (D et CD) et que 
MEK est habilité à exporter ERK du noyau vers le cytoplasme. L'export peut s'effectuer 
rapidement après la stimulation ou plus tardivement [30]. Ce mécanisme n'est pas restreint 
exclusivement à ERK car il a été démontré que le récepteur nucléaire PPARγ interagit avec 
MEK et qu'il est exporté du noyau par MEK à la suite d’une stimulation mitogénique [136]. 
Il n'a pas encore été établi si ce rôle «d'exportateur nucléaire» de MEK s'étend à d'autres 
candidats. Mais étant donné l'existence de plusieurs protéines nucléaires possédant un 
domaine CD, il est possible que MEK joue un rôle de transporteur nucléo-cytoplasmique 
pour certaines protéines, en plus de son rôle d'activateur et d'ancre cytoplasmique pour 
ERK. 
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1.5.2 La localisation subcellulaire de ERK1/2 
 Il en va de même pour ERK1/2, qui demeurent presque exclusivement dans le 
cytoplasme des cellules en quiescence. Suivant une stimulation mitogénique, de 60 à 70% 
des molécules de ERK1/2 transloquent dans le noyau [134]. ERK est maintenu dans le 
cytoplasme en raison de nombreuses interactions protéiques avec soit  MEK1/2, les 
protéines d’échafaudages, les protéines d’ancrages [43], les microtubules [137, 138] ou les 
phosphatases [139]. 
 Ces interactions peuvent être classées en deux catégories : les réversibles, qui 
s’effectuent principalement via la séquence de rétention cytoplasmique de ERK (CRS/CD) 
et qui sont les plus fréquentes [29] et les permanentes, médiées par les régions L6 et KID 
[137, 140]. Les interactions de ERK1/2 peuvent également s'effectuer via les résidus 91-95, 
qui sont responsables des interactions avec les microtubules [137] ou via le domaine de 
liaison DEF situé dans le lobe du domaine kinase de ERK1/2 [141].  
 À la suite d’une stimulation mitogénique, les molécules de ERK1/2 qui sont liées 
par le domaine CD (environ de 65 à 75%) se détachent de leur protéines d'ancrages, en 
raison du changement de conformation de leur bouche d'activation [141]. Elles transloquent 
ensuite vers différents sites, où elles interagissent avec leurs substrats, principalement via le 
domaine de liaison DEF [142]. Toutefois, un autre type d'interaction (environ de 25 à 35%) 
qui ne permet pas le détachement de ERK1/2, séquestre ERK1/2 dans le cytoplasme, sans 
qu'une interaction avec d'autres organelles ne soit possible [138]. La protéine d'ancrage, -
Arrestine, en est un exemple [143]. En fait, la proportion de molécules de ERK1/2 
détachées versus celles constitutivement attachées correspond directement à la localisation 
de ses divers substrats, soit environ 50% se localisant dans le noyau, 40% dans le 
cytoplasme et 10% au niveau des autres organelles [144]. 
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1.5.3 Les mécanismes de transport de MEK1/2 et ERK1/2 
 En dépit de l'importance de la translocation nucléaire de ERK dans la signalisation 
de cette voie, les mécanismes qui y sont associés n'étaient pas bien caractérisés jusqu'à tout 
récemment. Dans la cellule, le noyau est séparé du cytoplasme par l'enveloppe nucléaire, 
qui assure la sélection des différentes protéines qui transloquent au noyau à travers le 
complexe des pores nucléaires (NPC) [145]. Le NPC est constitué d'une trentaine de 
protéines appelées nucléoporines, qui forment un canal permettant le transport nucléo-
cytoplasmique des molécules. Les petites protéines d'environ 45 kDa et moins peuvent 
librement transloquer au noyau via le NPC, mais les protéines de plus hauts poids 
moléculaire ont recours à des mécanismes de transport énergie-dépendants qui requièrent 
l'interaction du NLS ou d'un autre signal avec des importines (Importine-α et Importine-β 
pour le NLS) [146] (Figure 1.4). 
                         
Figure 1.4. Schéma des mécanismes de transport de ERK1/2. A) Par diffusion passive. 
B) Transport actif, sous forme de dimère. C) Via une interaction avec les nucléoporines. 
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1.5.3.1 L’import nucléaire de ERK1/2 
 Les mécanismes régulateurs de la localisation subcellulaire de ERK1/2 ont été 
largement étudiés. Il a été démontré que ERK transloque dans le noyau via trois 
mécanismes : i) par diffusion passive, sous forme de monomère via les pores nucléaires; ii) 
par transport actif sous forme de dimère et; iii) via un mécanisme dépendant des 
nucléoporines [147-150]. Plus récemment, une séquence de trois acides amines, nommée 
séquence de signal SPS, a été associée à la translocation nucléaire de ERK [151]. 
1.5.3.1.1 La diffusion passive 
 ERK1/2 sont suffisamment petits (44 kD et 42 kD) pour entrer dans le noyau par 
diffusion passive via les pores nucléaires. La liaison de ERK1/2 avec MEK1/2 forme un 
hétérodimère MEK/ERK qui engendre la localisation cytoplasmique du complexe. La 
phosphorylation de ERK1/2 par MEK1/2 est suffisante et nécessaire pour activer la 
dissociation de ERK1/2 du complexe et promouvoir sa translocation au noyau [28].   
1.5.3.1.2 Le transport actif sous forme de dimère 
 ERK2 phosphorylé peut former un homodimère avec ERK2 inactif. La prévention 
de cette homodimérisation par mutagenèse de ERK2 réduit l'accumulation au noyau de 
ERK2, indiquant que la dimérisation semble importante pour la translocation nucléaire 
[152]. Des études subséquentes ont démontré que les Importine-β et Importine-7 sont des 
composés essentiels au mécanisme de transport actif [148]. Ceci étant dit, des études 
menées avec RanQ69L, qui est déficient en activité GTPases,  n'ont pas réussi à bloquer 
complètement l'entrée de ERK2 dans le noyau, suggérant donc que ERK2 monomérique est 
tout de même habilité à transloquer dans le noyau par diffusion passive. 
1.5.3.1.3 Le transport via des interactions avec les nucléoporines 
 Un troisième mécanisme a été découvert plus récemment avec l'aide de protéines 
fusionnées à la GFP. Les travaux ont révélé que ERK2-GFP, qui est trop large pour passer à 
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travers les pores nucléaires par diffusion passive, entre au noyau via une interaction avec 
les nucléoporines. Il a été observé que ERK2 interagit directement avec les nucléoporines 
Nup214 et Nup153 via un mécanisme ATP-indépendant [149, 150]. 
1.5.3.1.4 La translocation nucléaire de MEK et ERK via la séquence SPS 
 Un quatrième élément de régulation de la localisation vient s'ajouter. Il avait été 
démontré, par l'équipe de Coob et al. (2007) [153], que des mutations du domaine KID de 
ERK altéraient les interactions avec les motifs FXF, réduisant alors la liaison de ERK avec 
Nup153, ce qui a pour effet de ralentir l'import nucléaire de ERK [153]. Des analyses 
subséquentes du domaine KID ont conduit à la détermination d'une séquence de trois acides 
aminés (Ser244-Pro245-Ser246), nommés SPS, qui est requise pour la régulation de la 
localisation de ERK [151]. La substitution en alanine ou la délétion de ces trois résidus 
engendre la séquestration dans le cytoplasme de ces mutants de ERK2. En fait, la 
phosphorylation de la séquence SPS semblerait requise pour l'interaction de ERK2 avec 
l'Importine-7 et son relâchement des protéines des pores nucléaires.  
 Plusieurs protéines qui transloquent au noyau, tels que SMAD3 et MEK1, possèdent 
également cette séquence signal SPS (ou TPT pour MEK1). D'ailleurs, le mutant en alanine 
du domaine TPT de MEK1 a corroboré les observations faites avec ERK2 : le mutant 
AAA-MEK1 est demeuré dans le cytoplasme. Ces résultats suggèrent que le domaine TPT 
pourrait être un autre élément régulateur de sa translocation nucléaire de MEK; ce 
mécanisme est par ailleurs observé dans des cellules stimulées et non stimulées [151].  
 En conclusion, il n'a pas été clairement établi si ces mécanismes sont d'importances 
similaires pour la translocation nucléaire de ERK1/2 ou s'il y a un mécanisme qui est 
privilégié. Il a toutefois été démontré, par de l'imagerie en temps réel de cellules vivantes, 
que le mécanisme de transport actif n'est pas le mode dominant et que ERK1/2 semblent 
transloquer au noyau principalement par des mécanismes énergie-indépendants [154]. 
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1.5.3.2 L’export nucléaire 
 L'accumulation dans le noyau de ERK1/2 peut être modulée par des protéines 
d'ancrages nucléaires. Ces protéines d'ancrages sont de courte vie et sont régulées par 
l'activité même de ERK1/2 [155]. DUSP5, une phosphatase inductible qui interagit 
spécifiquement avec ERK2 via le domaine KIM, en est un exemple. L'expression de 
DUSP5 engendre la séquestration de ERK2 inactif dans le noyau.  L'ancrage nucléaire de 
ERK2 par DUSP5 est spécifique et requiert un NLS fonctionnel, de même que l'interaction 
du domaine KIM de DUSP5 avec le site de docking de ERK2 [80]. 
 L'accumulation de ERK1/2 dans le noyau est cependant transitoire. Il a été proposé 
que ERK1/2 doivent se relocaliser au cytoplasme afin d'être disponible pour une prochaine 
stimulation. Par le biais d'analyse de FRET, l'équipe de Matsuda et al. (2006) [156] a 
observé que, tel que précédemment décrit [126], l'export de MEK du noyau se fait 
beaucoup plus rapidement que celui de ERK, en raison du NES de MEK. Ils ont aussi 
observé que le statut de phosphorylation de MEK n'affecte pas significativement sa vitesse 
d'export du noyau. Cependant, la vitesse d'export du noyau de ERK est grandement 
supérieure en présence de MEK actif que lorsque ERK est seul. Les analyses d'import 
nucléaire n'ont toutefois pas démontré de différence dans la vitesse d'entrée de ERK en 
présence ou en absence de MEK actif : seul l'export nucléaire de ERK est influencé par son 
activité [156]. Ces observations étayent l'idée que MEK1/2 serviraient à la relocalisation de 
ERK1/2 au cytoplasme [30, 156]. 
1.6  La régulation spatio-temporelle de la cascade de signalisation de 
MEK/ERK1/2  
 La voie de signalisation de ERK1/2 est activée par de nombreux stimulus 
extracellulaires. L'activation de la cascade enclenche diverses réponses cellulaires, telles 
que la prolifération, la différenciation, le développement et, sous certaines conditions, la 
migration, la survie cellulaire, la détermination morphologique et l'apoptose. Lorsque 
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dérégulée, la voie de signalisation de ERK1/2 est aussi associée à la transformation 
oncogénique [144, 157-159]. 
 La capacité du sentier de signalisation des MAPKs ERK1/2 à transmettre des 
signaux aussi différents, voire même opposés, est possible grâce à des mécanismes de 
régulation diversifiés, tels que : i) la force ou amplitude du signal; ii) la durée du signal; iii) 
l'interaction avec diverse protéines d'échafaudages; iv) la localisation subcellulaire de 
MEK/ERK1/2; v) l'interaction avec d'autres voies de signalisation et, finalement; vi) la 
présence de plus d'un isoforme. 
1.6.1 La régulation de l'amplitude de MEK/ERK1/2 
 Un premier modèle, basé sur les cinétiques d'activation de ERK, a démontré que la 
stimulation avec l'EGF des cellules PC12 engendre leur prolifération, alors qu'une 
stimulation avec le NGF engage plutôt un processus de différenciation en neurites [160]. 
Bien que l'activation de ERK1/2 soit responsable des deux processus, il a été démontré 
qu'une activation forte et transitoire par l'EGF permettait la prolifération, alors qu'une 
activation forte, mais soutenue, engendrait plutôt l'accumulation nucléaire et la 
différenciation [161].  
 Des études subséquentes ont démontré à l'aide de mutants de l'activité de Raf 
(Raf:ER), qu'un faible niveau d'activité de Raf mène à l'activation des complexes Cyclin 
D/cdk4 et Cyclin E/cdk2 et à la progression du cycle cellulaire. Alors qu'une activation plus 
forte de Raf, engendre l'induction de p21, une inhibition de l'activité des complexes 
cyclins/cdks et un arrêt du cycle cellulaire. Ces résultats indiquent que dépendamment du 
niveau de l'activité kinase, Raf peut engendrer la progression du cycle cellulaire et la 
prolifération ou engendrer un arrêt du cycle cellulaire menant à la différenciation des 
cellules  [162]. 
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1.6.2 La régulation temporelle de MEK/ERK1/2 
 Tout comme la force du signal, la durée revêt sont importance. Murphy et al. (2002) 
[163] ont montré qu'une activation transitoire de ERK1/2 influençait la transcription et 
l'activité des gènes précoces immédiats, tels que c-Fos, c-Jun, c-Myc et Egr1 [163, 164]. 
Ainsi, lorsque ERK1/2 sont transitoirement activés, l'expression de c-Fos est induite mais, 
si l'activation de ERK1/2 décline rapidement, c-Fos ne peut pas s'accumuler. Par contre, 
lorsque l'activation de ERK1/2 est soutenue, c-Fos peut être phosphorylé et activé par 
ERK1/2 et RSK1/2. c-Fos activé peut ensuite induire l'expression d'un plus large répertoire 
de gènes et participer à la régulation de processus plus tardif comme la progression du 
cycle cellulaire [164]. 
 Cette corrélation de force et de durée a également été observée dans d'autres 
systèmes [165], notamment chez la Levure, où il a été démontré que l'activation soutenue 
de KSS1 (l'homologue des MAPKs) est requise pour la croissance des filaments, alors 
qu'une activation transitoire de KSS1 est associée à l'accouplement [166]. 
1.6.3 La régulation par les protéines d'échafaudages  
 Un autre mécanisme qui contribue à la spécificité de la cascade ERK est la 
formation de complexes multi-protéiques via les protéines d'échafaudages. Les protéines 
d'échafaudages permettent une plus grande stabilité des différents éléments de la cascade de 
signalisation. Elles permettent aussi la détermination de la localisation des composés [167], 
ainsi que la régulation de l'activité des composés, en les protégeant des phosphatases par 
exemple [168]. À ce jour, plus de 50 protéines d'échafaudages et protéines d'ancrages ont 
été associées à la cascade signalétique de ERK1/2 [43]. 
 L'une des protéines d'échafaudage les plus étudiées de la voie de ERK1/2 est KSR1. 
MEK1/2 et ERK1/2 s'associent directement à KSR1 après stimulation, alors que dans les 
cellules en quiescence, KSR1 est associé exclusivement à MEK1/2. La liaison de MEK1/2 
à KSR1 se fait directement via un domaine de type kinase, alors que l'interaction de KSR1 
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à Raf1 semble être indirecte [169].  
 D’autres protéines, telles que β-Arrestine, participent à la cascade ERK1/2 en se 
liant à ERK1/2, MEK1/2 et Raf1 de façon irréversible. β-Arrestine facilite l'activation de la 
cascade de ERK1/2 à la membrane en prévenant sa translocation au noyau,  favorisant ainsi 
les substrats cytoplasmiques de ERK1/2 [143].  
 Paxilline, qui est un composant des plaques focales d’adhésion, interagit avec les 
composés de la voie de signalisation de ERK1/2 et permet la régulation de la morphogenèse 
épithéliale [170] ainsi que de la migration cellulaire [130]. Similairement à KSR1, paxilline 
semble constitutivement lié à MEK1/2, alors que ERK1/2 et Raf1 sont recrutés seulement 
lorsqu’ils sont activés [170]. Sef et MP1 sont deux autres protéines d’échafaudages 
importantes qui régulent la voie de ERK1/2 en dirigeant sa localisation dans certains 
compartiments du cytoplasme [128,169] (voir section suivante) (figure 1.3). 
1.6.4 La régulation spatiale de MEK/ERK1/2 
 La restriction à certains compartiments cellulaires des composés de la voie de 
signalisation de ERK1/2 est un autre mécanisme de régulation du sentier. Selon sa 
localisation, ERK a accès à différents substrats, ce qui permet la génération de réponses 
variées. Dans les cellules en quiescence, les membres de la cascade de Raf/MEK/ERK1/2 
sont localisés dans le cytoplasme et, suite à une stimulation, la distribution cytoplasmique 
des éléments de la voie se modifie. Ainsi, RAF-1 est recruté à la membrane en raison de 
son interaction avec RAS activé [171] puis, une fois activés, MEK1/2 et ERK1/2 peuvent 
quitter leurs ancres cytoplasmiques. ERK peut transloquer au noyau, via divers 
mécanismes, ou demeurer dans le cytoplasme selon les substrats ciblés [127, 172]. 
 Les principales protéines régulatrices de la localisation subcellulaire de 
MEK/ERK1/2 sont PEA-15, MP1, IQGAP-1, β-Arrestine et Sef. Dans le cytoplasme, PEA-
15 se lie exclusivement à ERK1/2. Cette liaison prévient la translocation dans le noyau de 
ERK1/2 et, par le fait même, l'activité nucléaire s'y rattachant, sans toutefois affecter 
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l'activité kinase ni la phosphorylation des substrat cytoplasmiques de ERK1/2 [173]. Les 
mécanismes qui permettent la rétention de ERK par PEA-15 ne sont pas clairement établis, 
mais il a été proposé que PEA-15 interfère avec la liaison de ERK1/2 avec les 
nucléoporines [174].  
 De récentes recherches ont décrit un rôle d'échafaudage de IQGAP-1 pour la voie 
des MAPKs ERK1/2. IQGAP-1 est une large protéine qui intervient dans de nombreux 
processus cellulaires tels que la dynamique des microtubules et de l'actine, l'adhésion 
cellulaire et la régulation de la transcription [175, 176]. Il a été démontré que IQGAP-1 se 
lie directement à BRAF, MEK1/2 et ERK1/2 et régule leur activation en réponse à l'EGF 
[177, 178].  
 Une autre protéine qui influence la localisation de ERK1/2 est MP1 : cette protéine 
de 13,5 kD interagit avec MEK1 et ERK1 mais pas MEK2 ni ERK2. Bien que des analyses 
in vivo aient montré que MP1 n'augmente pas significativement l'activation de ERK1, il a 
été démontré que le complexe MP1-MEK1/ERK1 interagit avec la protéine endosomale 
P14. Cette interaction dirige MEK1 et ERK1 vers les endosomes et les lysosomes, 
permettant ainsi la régulation de fonctions spécifiques [179].  
 Finalement, MEK1/2 et les complexes MEK/ERK1/2 interagissent avec Sef. Cette 
interaction permet la localisation à l'appareil de Golgi et à la membrane plasmique du 
complexe, prévenant ainsi la translocation nucléaire de ERK1/2 [129, 158]. L'impact de 
cette association Sef/MEK1/2 et Sef/MEK/ERK1/2, de même que le rôle de Sef dans la 
tumorigénèse, seront approfondis au chapitre 5. 
1.6.5 La régulation par interaction avec d'autres voies de signalisation 
 Un autre mécanisme de régulation de la cascade de Ras-ERK1/2 est l'interaction 
avec les membres d'autres voies de signalisation. L'activation des différents membres de la 
cascade Raf/MEK/ERK1/2, par des protéines provenant d'autres voies de signalisation, peut 
survenir dans des conditions physiologiques spécifiques. Ces événements de 
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phosphorylation/déphosphorylation, par des kinases ou des phosphatases, peuvent affecter 
la force et la durée du signal, de même que la localisation des membres du sentier 
MEK/ERK1/2.  
 L'une des voies de signalisation qui contribue à l'activation de ERK1/2 est la 
cascade de Rac1/Cdc42-PAK1. Rac1 et Cdc42 sont des membres de la famille des Rho 
GTPases, qui sont activés par l'adhésion cellulaire et qui permettent l'extension de 
lamellipodes et la formation de plaques focales d'adhésion, via l'effecteur en aval PAK1 
[180]. PAK1 peut phosphoryler MEK1 sur la sérine 298 au niveau des complexes 
protéiques formés sur les plaques focales d'adhésion. Cette phosphorylation est un 
événement clé de la régulation de l'adhésion et la migration cellulaire et constitue un site de 
convergence pour la signalisation des intégrines et des facteurs de croissance [26].  
 Les kinases dépendantes des cyclines (CDKs) peuvent également participer à la 
régulation de la cascade de ERK1/2. Des études ont suggéré que CDK1 et CDK5 
phosphorylent MEK1 sur les résidus thr286 et thr292 et, par conséquent, en modifie son 
activité. Contrairement à la phosphorylation médiée par PAK1, qui agit comme un 
régulateur positif, la phosphorylation médiée par les CDKs amène une inhibition de 
l'activité de MEK1 [181].  
1.6.6 La régulation par la présence de plusieurs isoformes et formes alternativement 
épissées 
 Bien que MEK1 et MEK2, ainsi que ERK1 et ERK2, soient identiques à 80% et 
85% respectivement [39, 182], des analyses biochimiques et génétiques ont suggéré des 
différences possibles dans la régulation des différents isoformes. Outre la présence de plus 
d'un isoforme, il existe des formes alternativement épissées de ces protéines, qui pourraient 
également multiplier le nombre de cibles possibles et, donc, de processus cellulaires régulés 
par la cascade de ERK1/2.  
 
  
 
36
1.6.6.1 La spécificité des substrats de chacune des isoformes  
 Tel que décrit précédemment, les modèles de souris transgéniques ont mis en relief 
des différences fonctionnelles possibles entre MEK1 et MEK2 et entre ERK1 et ERK2. 
Bien que le modèle de souris Mek2-/- n'ait démontré aucun phénotype, il a été observé que 
MEK2 est spécifiquement activé par la lactosylcéramide dans des cellules humaines de 
muscle lisse de l'aorte [183] ou par l'estradiol dans un modèle de cortex cérébral de souris 
[184].  
  
 Pareillement, seul l'isoforme de MEK1 est activé dans les macrophages en réponse 
au TNFα [185]. De même, la bombésine active exclusivement MEK1 dans des cellules 
Swiss 3T3 [186] et s'est avérée inefficace dans l'activation de ERK1/2 dans les MEFs 
Mek1-/-  [116]. Plus encore, seulement MEK1 peut former un complexe de signalisation 
avec RAS et RAF-1 dans des cellules Swiss 3T3 stimulées, suggérant que la voie de 
signalisation de RAF-1 active les MAP kinases préférentiellement via MEK1 [187]. Une 
étude a aussi rapporté que la signalisation endosomale médiée par le complexe p14-MP1-
MEK1 joue une fonction spécifique et essentielle in vivo dans la prolifération et la 
régulation du trafic des endosomes.  Cette signalisation est essentielle pour l'embryogenèse 
précoce et pour la maintenance de l'homéostasie des tissus [188]. 
 
 Plus récemment, il a été montré que ERK1 est un régulateur négatif de 
l'érythropoïèse de la rate via le contrôle de la protéine morphogénétique des os 4 (BPM4) 
[189]. Les travaux de Frémin et al. (2007) [190], menés sur des hépatocytes ERK1-/- , ont 
démontré que l'inhibition de ERK2 par RNAi ou par le U0126 inhibe la progression du 
cycle cellulaire en fin de phase G1/S, alors que l'inhibition de ERK1 n'a pas d'effet sur la 
prolifération cellulaire, indiquant que ERK1 ne peut pas compenser pour la perte de ERK2.  
Des analyses subséquentes ont confirmé que ERK2 joue un rôle crucial dans l'entrée en 
phase S et ces analyses ont aussi mis en relief un nouveau rôle pour ERK1 dans la 
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régulation négative de la survie des hépatocytes. L'inhibition soutenue de ERK1 (mais pas 
de ERK2) a été associée à une augmentation de la survie cellulaire des hépatocytes [191].   
 
 Il est a noter que toutes ces observations suggérant un rôle spécifique d'une isoforme 
sont sujet à des interprétations différentes et ne prouvent pas un rôle spécifique de ERK1 ou 
ERK2. Par exemple, il a été rapporté que l'ablation de ERK1 dans des fibroblastes par 
RNAi augmente la signalisation de ERK2 et mène à une augmentation de la prolifération 
[192]. Il a aussi été montré que la surexpression de ERK1 dans des NIH 3T3 inhibe 
l'augmentation de prolifération induite par Ras oncogénique. Également, il a été observé 
que le knockdown de ERK2 inhibe complètement la prolifération cellulaire.  Ces résultats 
ont alors menés à un modèle hypothétique dans lequel ERK1 agit à titre de régulateur 
négatif de la prolifération en antagonisant la signalisation de ERK2 [192, 193]. Toutefois, 
une étude récente, menée dans notre laboratoire, a démontré à l'aide d'une approche 
génétique robuste, que ERK1 et ERK2 sont redondants et que les deux kinases agissent à 
titre de régulateurs positifs de la prolifération cellulaire [102].  
 
1.6.6.2 Les formes alternativement épissées 
 En plus des isoformes de 44 kD et 42 kD de ERK1 et ERK2, une forme 
alternativement épissée de 46 kD, nommé ERK1b, a été répertoriée chez les rongeurs par le 
groupe du Dr Seger (2001) [194]. ERK1c (42 kD), qui serait l'équivalent de ERK1b, se 
retrouve chez le singe et l'humain, a par la suite été identifié. Le niveau d'expression de 
ERK1c est d'environ 10% celui de ERK1. ERK1c est exprimé dans une grande variété de 
tissus et cellules. Son activation est médiée par MEK1/2 et son inactivation par les 
phosphatases, se fait plus lentement que pour ERK1.  La surexpression de ERK1c a été 
associée à une augmentation de la fragmentation du Golgi dans des cellules de forte densité 
[195].  
 Plus récemment, il a été suggéré que l'activation de ERK1c soit principalement 
médiée par l'isoforme MEK1b, qui avait jusqu'à maintenant été considérée comme étant 
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une kinase inactive. Tel qu’observé pour ERK1c, l'expression et l'activation de MEK1c 
sont élevées durant la mitose et sont associées à l'augmentation de la fragmentation du 
Golgi. Shaul et al. (2009) [196] ont alors proposé que la cascade de ERK se divise en deux 
parties, soit la voie classique de MEK/ERK1/2 et la voie des variants alternativement 
épissés MEK1b/ERK1c. Selon eux, ces deux voies réguleraient des processus distincts et 
augmenteraient ainsi la spécificité de la cascade MEK/ERK1/2 [196].  
 Ceci demeure toutefois à confirmer. D'une part parce que les souris knockout de 
ERK1-/- sont viables et, d’autre part, parce que les MEFs ERK1-/- prolifèrent de façon 
similaire aux MEFs de type sauvage et ne s'accumulent pas en G2/M [102]. La 
fragmentation du Golgi est une étape impérative de la mitose, car elle permet la séparation 
équitable des composés cellulaires dans les deux cellules filles. Il a même été proposé qu'un 
«checkpoint Golgi-mitose» devrait être satisfait afin d'initier la complétion de la mitose 
(revue dans [197]). Étant donné le rôle critique de la fragmentation du Golgi dans la mitose, 
il apparaît impossible que ERK1c, à lui seul, soit responsable de sa fragmentation. De plus, 
il a été démontré, à l'aide de différents mutants de ERK2, que la phosphorylation de ERK2 
est requise pour la fragmentation du Golgi via un mécanisme indépendant de son l'activité 
kinase [198]. Donc, pour le moment, des rôles spécifiques de ces formes alternativement 
épissés demeurent à caractériser. 
1.7 Les fonctions biologiques des MAP kinases ERK1/2 
 L'activation des MAP kinases ERK1/2, en réponse aux signaux extracellulaires, 
engage de nombreux de processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation 
ainsi que la survie cellulaire. ERK1/2 sont directement impliqués dans la modulation de 
l'expression des gènes via leur implication dans la synthèse des nucléotides, du remodelage 
de la chromatine, de la traduction et de la synthèse des protéines. L'activation de la voie de 
signalisation de ERK est également associée à des rôles opposés, comme la survie cellulaire 
et l'apoptose. 
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1.7.1 La prolifération cellulaire 
 Afin de se diviser, les cellules doivent s'assurer d'avoir tout les métabolites requis ou 
d'avoir la capacité de les synthétiser au moment opportun [199]. La croissance cellulaire 
requiert donc l'augmentation de la biosynthèse de macromolécules, d'organelles et de 
membranes. La synthèses de ces éléments essentiels est régulée par plusieurs facteurs de 
croissance extracellulaires [200]. L'une des premières évidences liant l'activité de ERK1/2 
avec la prolifération cellulaire a été rapporté par Pagès et al. (1993) [201]. Ils ont montré, 
dans des fibroblastes, que l'expression de mutant actif de MEK accélère la prolifération, 
alors l'expression d'un dominant négatif de ERK la bloque. Ils ont alors conclu que 
l'activation de ERK1/2 par les facteurs de croissance est absolument requise pour 
l'activation de la prolifération.  
1.7.1.1 La synthèse des nucléotides 
 Afin de produire de l'ADN et de l'ARN ribosomique (ARNr), une augmentation de 
la synthèse de nucléotide de pyrimidine est nécessaire. La synthèse de novo des pyrimidines 
est catalysée par la carbamoyl-phosphate synthétase II (CPSII), qui fait partie du complexe 
protéique multifonctionelle CAD. ERK1/2 augmente l'activité de CAD en phosphorylant la 
thréonine 456 de la CPSII, ce qui induit des modifications allostériques, entraînant alors 
l'activation du domaine CPAses [202]. L'activation de ERK1/2 a donc été associée à la 
synthèse des pyrimidines. 
1.7.1.2 Le remodelage de la chromatine 
 L'activation de l'activité transcriptionnelle ne requiert pas seulement l'activation de 
facteurs de transcription : une réorganisation de la structure de la chromatine est aussi 
nécessaire.  La chromatine est constituée d'ADN entouré d'histone et d'un groupe de 
protéines à haute mobilité, nommé protéine-HMG. L'activation de ERK1/2 stimule 
l'activation de ses substrats MSK1 et MSK2 qui, à leur tour, phosphorylent l'histone H3 et 
HMG-14, ce qui engendre le remodelage de la chromatine [203]. 
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 ERK2 régule aussi le remodelage de la chromatine par l'activation de processus 
nucléaires telles que la poly-ribosylation d'ADP par PARP1 ou par des interactions directes 
avec la Topoisomérase IIα (Topo IIα), qui est associée à la réorganisation de la chromatine. 
Ces processus sont uniquement régulés par l'interaction directe de ERK avec PARP1 ou 
Topo IIα et ils ne requièrent pas leur phosphorylation [204]. 
1.7.1.3 La traduction et la synthèse des protéines 
 La croissance et la prolifération cellulaire nécessite également la traduction et la 
synthèse de protéine. L'activation de ERK1/2 a été associée à la régulation 
transcriptionnelle des protéines. Un des substrats directs de ERK1/2 est la protéine kinase 
MNK1. Suivant une stimulation, ERK1/2 phosphoryle la serine 209 du facteur d'initiation 
de la traduction 4E (eIF4E), augmentant son affinité pour l'ARNm coiffé et stimulant ainsi 
la traduction [205]. 
 La voie de mTOR/p70S6K est une autre voie de signalisation associée à la 
traduction protéique. L'un des régulateurs importants de mTOR est l'hétérodimère 
TSC1/TSC2, un complexe suppresseur de tumeurs qui réprime l'activité de mTOR. Il a été 
démontré in vitro et in vivo que ERK1/2 phosphorylent la serine 664 de TSC2, engendrant 
ainsi la dissolution du complexe TSC1/TSC2. Ceci permet l'activation de la traduction de 
l'ARNm via l'activité de mTOR [206]. La kinase RSK, une cible directe de ERK1/2, peut  
phosphoryler TSC2 sur la serine 1798, ce qui permet également d'inhiber la fonction de 
répression du complexe de TSC1/TSC2 sur mTOR [207]. 
 La prolifération cellulaire nécessite aussi la synthèse de ribosomes pour combler la 
demande de synthèse protéique. Servant et al. (1996) [208] avaient montré que le PD98059, 
un inhibiteur de MEK1/2, bloque la synthèse protéique globale. Suivant la stimulation de 
ERK1/2, la transcription de gènes associés à l'ARNr par l'ARN polymérase I est rapidement 
enclenchée. La phosphorylation de UBF, un facteur de transcription architectural par 
ERK1/2, permet une rigidité de l'ADN entre les deux boîtes HMG, permettant une 
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conformation optimale pour le «enhancesome» et l'augmentation de la transcription des 
gènes de l'ARNr [209, 210].   
1.7.2 La régulation du cycle cellulaire  
 La régulation de l'entrée en cycle cellulaire des cellules requiert non seulement une 
forte et persistante activation de ERK1/2, mais aussi leurs translocation dans le noyau afin 
d'y activer des cibles spécifiques, assurant ainsi la transition de la phase G1 à la phase S du 
cycle cellulaire. À titre d'exemple, l'expression d'une forme catalytiquement inactive de la 
phosphatase MKP-3 (DUSP6) est suffisante pour séquestrer ERK dans le cytoplasme, ce 
qui empêche les cellules d'entrer en cycle [211]. Similairement, l'augmentation de 
l'expression de PEA-15, qui inhibe l'import nucléaire de ERK, réprime l'activation de la 
transcription des régulateurs du cycle dans le noyau, inhibant du même coup la prolifération 
cellulaire [173]. (Figure 1.5). 
                                                                          
Figure 1.5. Schéma des phases du cycle cellulaire et de ces principaux régulateurs. 
(Kong et al, 2003. Drugs Fut. [212]) 
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1.7.2.1 La régulation de la transition G1/S 
 Les étapes-clés pour l'entrée en cycle des cellules est la formation d'un complexe 
Cyclin D-CDK4/6 actif ainsi que la répression des inhibiteurs des CDKs (CDKIs).  
L'activation de ERK1/2 agit à plusieurs niveaux dans l'activation des CDKs en fin G1 et 
aussi dans l'inhibition des CDKIs .  
 
1.7.2.1.1 La régulation de la Cyclin D1 par ERK1/2 
 Il a été observé que l'expression d'un mutant inactif de MEK diminue l'expression 
de Cyclin D1, alors que la stimulation de l'activité de ERK en augmente l'expression [213]. 
Toutefois, une stimulation soutenue de la phosphorylation de ERK est requise pour induire 
l'expression de Cyclin D1 [214]. L'activation de ERK induit l'expression de Cyclin D1 de 
plusieurs façons et de manière complexe. L'activation spatio-temporelle de ERK se doit 
d'être parfaitement orchestrée afin d'induire l'expression de la Cyclin D1 via les membres 
de la famille Fos [215]. Après plusieurs heures de stimulation, lorsque l'activation de ERK 
décline (spécialement dans le noyau), c-Fos est déphosphorylé et dégradé; Fra-1 remplace 
alors c-Fos au promoteur de Cyclin D1 [216]. ERK régule également la transcription de 
Cyclin D1 via Myc. La phosphorylation de la sérine 62 de Myc par ERK en augmente sa 
stabilité [217]. Il a été démontré que Myc participe directement à l'induction 
transcriptionnelle de Cyclin D1 [218]. 
1.7.2.1.2 La répression de la transcription de gène anti-prolifératifs par ERK1/2 
 
 Il a été observé que les cellules n'entrent pas en phase S si ERK est inactivé et ce, 
même si les cellules sont à la fin de phase G1. Il a été démontré que ERK est requis pour 
l'inhibition continue des gènes anti-prolifératifs durant la phase G1 afin de permettre la 
progression du cycle cellulaire [219]. Une analyse extensive a d'ailleurs rapporté 
l'inhibition de plus de 175 gènes en G1 via des mécanismes dépendants de l'activation de 
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ERK. Plus encore, une privation de sérum ou l'utilisation d'inhibiteurs de MEK1/2 est 
suffisant pour restaurer l'expression de ces gènes anti-prolifératifs et bloquer l'entrée en 
phase S. Parmi ceux-ci, citons JunD et Gadd45α, qui sont dépendants de l'activité de AP1, 
ainsi que Tob1. Bien que leur mécanisme d'action ne soit par clairement identifié, il a été 
montré que JunD et Tob1 régulent négativement l'activité de Cyclin D1 [220, 221]. 
 
1.7.2.1.3 La régulation des inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et p27 par ERK1/2 
 
 Contrairement à la transcription de la Cyclin D1, il a été montré qu'une activation 
transitoire de ERK est suffisante pour induire l'activation transcriptionnelle de p21 [222, 
223]. L'accumulation transitoire de p21 contribue à la stabilisation des complexes Cyclin 
D/Cdk4 en phase G1 [224]. En fait, la régulation de p21 varie beaucoup selon les contextes 
cellulaires. Par exemple, c-Myc, dont la stabilité est augmentée par ERK, est un puissant 
répresseur de p21 [225]. Plus récemment, il a également été rapporté que l'activation de 
ERK inhibe p21 à des niveaux post-traductionnels en promouvant sa dégradation de 
manière dépendante à l'ubiquitine [226].  
 
 Les données concernant la régulation de p27 par ERK sont aussi variables selon les 
contextes. Plusieurs études ont suggéré que la voie Ras-ERK1/2 inhibe p27. Par exemple, 
l'expression d'une forme active de RAF-1 ou de MEK dans des NIH3T3 inhibe l'expression 
de p27 [227, 228]. Il a aussi été montré que la cascade de ERK1/2 inhibe l'expression de 
p27 via un mécanisme indépendant de la phosphorylation de la thr187 de p27 par CDK2 
[229]. Toutefois, d'autres études, menées avec des inhibiteurs de MEK1/2 ou des dominants 
négatifs de ERK2, n'ont pas réussi à démontrer un changement significatif de l'expression 
de p27 [224, 230]. Il a été observé que l'activation de ERK dans les cellules NIH3T3 ne 
change pas les niveaux de p27, mais induit plutôt l'expression de Cycline D1 qui, en 
s'associant avec CDK4, séquestre p27 du complexe Cycline E/CDK2 pour faciliter son 
activation [231]. Il est probable que la régulation de p27 par ERK soit dépendante du type 
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et du contexte cellulaire. Il est aussi possible que ERK puisse réguler indirectement 
l'expression de p27 via la synthèse de facteurs de croissances autocrines ou, encore, que la 
régulation diffère dans des contextes de cellules transformées. Il a notamment été observé 
que l'inhibition de l'activité de ERK1/2, par le U0126 dans des cellules de cancer 
mammaires (MCF-7), restaure l'expression de p27 et induit un arrêt en G1 [232].  
 
1.7.2.2 La régulation de la transition G2/M  
 
 Contrairement à la transition G1/S du cycle cellulaire, où ERK y joue des rôles 
essentiels et bien caractérisés, le rôle de ERK dans la régulation de la transition G2/M, ainsi 
que de la mitose, sont mal définis. En fait, la littérature renferme beaucoup de zones grises 
et même des contradictions.  
 Par exemple, il a été observé, dans des cellules NIH 3T3 et des HeLa, que ERK est 
phosphorylé en fin de phase S et que son activation persiste jusqu'à la fin de la mitose. Le 
blocage de l'activité de ERK, par la transfection de mutants inactifs de MEK [233] ou 
l'utilisation d'inhibiteurs de MEK, ont été associés à un retard de la transition G2/M et un 
retard de l'entrée en mitose [234].  Plus encore, Wright et al. (1999) [233] ont observé une 
mitose deux fois plus longue lorsque ERK est inhibé à la transition G2/M et ce, en raison 
d'un délai de la progression des cellules à la transition métaphase/anaphase.  Il fut ensuite 
montré, dans des cellules somatiques, que ERK est activé durant la transition G2/M, puis 
déphosphorylé à la métaphase [235]. Bien qu'il n'y ait pas de consensus quant au «timing» 
exact où la phosphorylation de ERK est spécifiquement requise, il semblerait que l'activité 
de ERK soit requise pour la transition G2/M.  
 Le contrôle de la force de l'activation de ERK est également important. Par 
exemple, l'expression ectopique de BRCA1 engendre une forte augmentation de la 
phosphorylation de ERK, accompagné d'un arrêt en G2/M. Il a été démontré que 
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l'hyperphosphorylation de ERK1/2 engendée par BRCA1 a pour effet le blocage de 
l'activité Cyclin B/Cdc2, inhibant ainsi l'entrée en mitose [236]. 
 
1.7.2.3 La régulation de la mitose  
  
 L'implication de ERK dans la mitose est largement controversé. La littérature 
renferme des résultats impliquant ERK dans la régulation mitotique qui semblent, à 
première vue, très probants, alors que d'autres travaux réfutent le rôle de ERK dans la 
régulation de la mitose. Le groupe de Rieder (2010) affirme que ERK n'est pas requis en 
mitose, mais plutôt en aval de la transition G2/M et que l'inhibition de ERK en G2 se 
répercute sur la mitose de façon indirecte, via l'inhibition de la transcription de gène requis 
pour la transition G2/M ou la mitose [237]. 
 Bien que la mitose soit la plus courte des phases du cycle cellulaire, elle est la plus 
complexe. La machinerie macromoléculaire responsable de la ségrégation des 
chromosomes requiert plus de 800 protéines [238]. Le déroulement de la mitose nécessite la 
nucléation des microtubules à partir des centrosomes et l'attachement des centromères des 
chromosomes aux microtubules via les kinétochores ; cette étape est appelée prométaphase. 
Ensuite, un alignement adéquat des chromosomes sur la plaque équatoriale en métaphase et 
la ségrégation équitable des chromosomes en anaphase sont requis. Finalement, l'ingression 
du sillon de clivage, la reformation de l'enveloppe nucléaire et la décondensation des 
chromosomes en télophase mènent à l'étape ultime. La terminaison de la mitose s'accomplit 
avec l'abscission finale du pont intercellulaire, lors de la complétion de la cytocinèse (revue 
dans [239-242]). Toutes ces étapes étant régies par une pléthore de régulateurs et de 
nombreuses protéines associées aux checkpoints de régulation mitotique (Figure 1.6). 
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Figure 1.6 Schéma des phases de la mitose et de ces principaux régulateurs. 
(Cheeseman et al, 2008. Nature.[242]). 
 
1.7.2.3.1 L’implication de ERK1/2 dans la translocation nucléaire de la Cyclin B1  
 L'entrée en mitose requiert la formation du complexe Cyclin B/Cdc2. Celui-ci est 
activé par la phosphorylation de la thréonine 161 par CAK et la déphosphorylation de la 
thréonine 14 et la tyrosine 15 par CDC25. Certains groupes ont proposé que ERK participe 
directement à la translocation nucléaire de la Cyclin B1. Il a été démontré, dans des extraits 
d'oeufs de Xenopus, que ERK phosphoryle deux des quatre sites de phosphorylation de la 
séquence de rétention cytoplasmique (CRS) de la Cyclin B1, soit les serines 94 et 96. Un 
troisième site est phosphorylé par la kinase Plx et le quatrième l’est par une kinase 
inconnue. La phosphorylation de ces quatre sites est nécessaire pour une entrée rapide dans 
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le noyau de la Cyclin B1 et pour la progression de la mitose. Il a été montré que l'inhibition 
de ERK par le U0126 engendre la rétention du complexe Cyclin B/Cdc2 dans le 
cytoplasme, ce qui empêche l'activation de Cdc2 et retarde l'entrée en mitose [243]. 
1.7.2.3.2 La régulation de RSK par ERK1/2  
 La kinase RSK, une cible cytoplasmique de ERK, phosphoryle et inactive Myt1 
[244], une kinase à double spécificité qui régule négativement le complexe Cyclin B1/Cdc2 
en phosphorylant la thréonine 14 et la tyrosine 15 de Cdc2 [245]. L'inhibition de ERK 
diminue l'activité de RSK, ce qui a pour conséquence l'activation de Myt1. Myt1 activé 
inhibe alors Cdc2 par la phosphoylation de ces deux résidus, ce qui mène à un arrêt à la 
transition G2/M. 
 Plus récemment, il a été montré que RSK2 participe à la maintenance et l'intégrité 
du checkpoint d'assemblage du fuseau mitotique (SAC) dans des cellules de mammifères. 
Le «knockdown» de RSK2 empêche la localisation adéquate aux kinétochores de MAD1, 
MAD2 et CENP-E, qui sont des membres essentiels du SAC. Leur localisation erronée 
entraîne un blocage des cellules en mitose [246].  
 
1.7.2.3.3 La localisation de MEK/ERK1/2 actifs sur la tubuline mitotique 
 
 Un autre argument, en faveur du rôle de ERK1/2 dans la mitose, est que deux 
équipes ont rapporté que ERK1/2 [247, 248] et MEK1/2 [247] phosphorylés se localisent 
sur les kinétochores et la tubuline des cellules en mitose. Toutefois, il a été démontré que 
l'anticorps de phospho-MEK1/2 reconnaît un site de phosphorylation de la 
nucléophosmine/B23, une protéine qui est phosphorylée par Cdc2 en mitose [249, 250]. La 
présence de phospho-MEK sur les kinétochores a donc été considérée comme un artéfact de 
l'anticorps. Par la suite, la localisation MEK et ERK actifs sur les kinétochores et les 
microtubules du fuseau mitotique a été confirmée dans des NIH 3T3 [251].  
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 La localisation de ERK activé sur les microtubules pourrait s'expliquer par le fait 
que CENP-E, une protéine moteur des kinétochores, est phosphorylée par ERK sur deux 
sites qui sont connus pour réguler son interaction avec les microtubules. Il a aussi été 
montré que CENP-E s'associe préférentiellement à ERK activé in vivo durant la mitose. Il 
est donc possible que ERK joue un rôle dans l'organisation de l'interaction des microtubules 
avec les chromosomes, au cours de la mitose, via son interaction avec CENP-E [248], mais 
cela reste à confirmer. 
 
 En conclusion, ERK semble impliqué dans la transition G2/M. Toutefois, la cascade 
d'événements en aval de l'activation de ERK, lors de la transition G2/M, n'est pas encore 
élucidée. De plus, il faut interpréter la littérature avec beaucoup de réserves car la plupart 
de ces expériences ont été effectuées sur des cellules synchronisées, soit par des privations 
de sérum, blocage avec la thymidine ou par des agents agissant sur les microtubules. Ces 
techniques, bien que fréquemment utilisées, ne sont pas physiologiques. Outre le fait que 
les cellules ont tendance à se désynchroniser après un certain temps, il est difficile de 
mesurer l'activité exacte de ERK à un temps donné.  Car lorsque les cellules sont soumises 
à diverses synchronisations et stress, il devient compliqué de dissocier les effets directs et 
indirects de l'inhibition de ERK. Par exemple, une synchronisation avec le nocodazole, un 
agent dépolymérisant des microtubules qui bloque les cellules en prométaphase et qui est 
abondamment utilisé pour synchroniser les cellules en mitose, induit l'activation de ERK1/2 
[252]. Donc, en ce qui a trait à l'implication de ERK dans la régulation de la mitose, à 
défaut d'expériences réellement convaincantes, il est difficile de prendre parti pour le 
moment.  
 
1.7.3 La régulation de la différenciation cellulaire 
 Les MAP kinases ERK ont également été impliquées dans la différenciation 
cellulaire à différents niveaux. Soit en régulant directement la différenciation, comme dans 
le cas des cellules PC12 et K562 ou en régulant indirectement la différenciation, via la 
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stimulation de la prolifération comme dans le cas des myoblastes en culture C2C12. 
 Un des modèles le mieux documentés est celui des cellules de phéochromocytome 
de rat PC12 [253]. Il a été observé qu'une simulation soutenue de la phosphorylation de 
ERK est requise pour la différenciation en PC12 car une simulation à l'EGF, qui n'active 
que transitoirement ERK, n'est pas suffisante [161]. L'activation de ERK est aussi 
nécessaire pour que les cellules K562, une lignée pluripotente de cellules 
érythroleucémiques humaines, se différencient en mégacaryocyte à la suite d’une 
stimulation au phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Par ailleurs, il a été montré que 
l'expression d'un mutant constitutivement actif de MEK peut engendrer une différenciation 
des cellules K562,  même en l'absence de PMA [254], via l'activation séquentielle de ERK, 
RSK1 et NF-κB [255] 
 Par opposition, la différenciation des myoblastes en culture C2C12 requièrent 
l'inhibition de l'activité de ERK pour cesser de proliférer et se différencier. L'expression de 
la phosphatase MKP-1 ou l'utilisation du PD098059 est suffisante pour engager la 
différenciation des myoblastes [256]. Certains groupes ont également associé l'implication 
de la signalisation de ERK1/2 dans l'adipogenèse, mais les conclusions demeures 
controversées. Des études, menées principalement dans les lignées de préadipocytes 3T3-
L1 ou 3T3-F442A, ont montré que l'activité de ERK n'est pas requise pour l'adipogenèse 
[257-259]. La différenciation des préadipocytes in vitro se caractérise par l'expression de 
PPARγ et C/EBPα qui entraînent un arrêt définitif de la prolifération et induisent la 
différenciation  [260]. Il y été rapporté que l'utilisation du PD098059, un inhibiteur de 
MEK1/2, bloque la phosphorylation de la serine 112 de PPARγ2, entraînant une perte de 
l'activité transcriptionnelle du récepteur nucléaire et permettant ainsi la différenciation 
[261]. Toutefois, il fut par la suite démontré avec des souris ERK1-/-, que la signalisation de 
ERK est requise pour les premiers stades de différenciation en adipocytes dans des cellules 
souches embryonnaires. Les souris ERK1-/- ont une diminution du taux d'adiposité et du 
nombre d'adipocyte par rapport aux souris de type sauvage. Plus encore, les souris ERK1-/- 
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sont résistantes à l'obésité, même lorsque soumises à une diète riche en matière grasse 
[262].  
 
1.7.4 La régulation de l’apoptose et de la survie cellulaire 
 L'activation de ERK est généralement associée à la survie des cellules, mais cette 
fonction peut varier selon le type et le contexte cellulaire. Plusieurs substrats de ERK ont 
été associés à la survie cellulaire, tels que RSK, qui inhibe l'apoptose en phosphorylant la 
sérine 136 de BAD. Cette phosphorylation facilite sa séquestration par 14-3-3 et empêche 
sa liaison à Bcl-2 et donc, ultimement, inhibe l'enclenchement de l'apoptose [263]. Il a aussi 
été montré chez la Drosophile que l'activation de la voie Ras-ERK1/2, par l'expression de 
RAS activé, favorise la survie des cellules en inhibant l'expression de la protéine pro-
apoptique Hid [147]. Également, il a été rapporté que JunD, qui est une cible de ERK, 
protège les cellules de la sénescence ou de l'apoptose engendrée par des stress génétoxiques 
via un mécanisme d'inhibition de p53 [221]. 
 
 L'induction de dommages à l'ADN par des agents génotoxiques, incluant 
l'étoposide, l'adriamycine, des rayons UV ou des radiations, active la phosphorylation de 
ERK dans une grande variété de types cellulaires, que ce soit dans les cellules primaires, 
immortalisées ou transformées. L'activation de ERK, en réponse à l'étopside, est 
compromise dans des fibroblastes ATM-/- , ce qui suggère que l'activation de ERK se fait en 
amont de ATM et qu'elle peut être indépendante de p53 [264]. Il a été montré que 
l'inhibition de ERK par le U0126 renverse les effets cytotoxiques de l'IFNγ [265]. Plus 
récemment, ERK a été directement impliqué dans la liaison avec Bik, un médiateur 
spécifique de l'apopotose induite par l'IFNγ. Grâce à des souris transgéniques IFNγ -/- ou   
Bik-/-, il a été observé que Bik se lie directement à ERK phosphorylé et le séquestre dans le 
cytoplasme, ce qui empêche la translocation dans le noyau de ERK et l'enclenchement de 
l'apoptose [266]. Ceci, constituant un autre exemple que la régulation spatio-temporelle de 
ERK est essentielle dans la médiation de ses diverses fonctions. 
  
CHAPITRE 2: 
Implication de la voie de signalisation 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 dans le cancer métastatique 
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2.1  Mise en situation  
 
 Le chapitre 2 est un article de revue qui se veut une mise à jour de la littérature 
concernant l'implication de la voie de signalisation de Ras-ERK1/2 dans le processus 
d'établissement des métastases. La pertinence de cibler la voie de MEK/ERK1/2 pour le 
traitement du cancer et les avancées cliniques sur les inhibiteurs de MEK1/2 y sont 
également discutés. 
 
2.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai écrit près de 90% de l'article de revue et j'ai conçu les tableaux et schéma qui y 
sont présentés. L'autre portion du texte a été écrite par Dre Laure Voisin. 
 
2.3 Résumé 
 
 La voie de signalisation de Ras/Raf/MEK/ERK1/2 constitue l’une des principales 
voies de transmission des signaux de prolifération induits par les facteurs de croissance. La 
voie des MAP kinases ERK1/2 est également associée à la régulation de l'apoptose, la 
transcription, la migration et la différenciation cellulaire. La dérégulation des membres de 
cette voie est associée à plusieurs pathologies, telles que les maladies inflammatoires, le 
diabète, les syndromes cardio-facio-cutané et le cancer. Cet article de revue présente les 
récentes évidences impliquant la voie de signalisation de ERK1/2 dans l'établissement des 
métastases, allant du détachement des cellules de la tumeur primaire jusqu'à la colonisation 
métastatique. Les membres de la voie de Raf/MEK/ERK1/2 apparaissent donc comme étant 
des cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement du cancer. La pertinence du 
développement d'inhibiteurs de la voie, de même que les plus récents résultats d'études 
cliniques y seront également discutés. 
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Abstract 
 Mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways are evolutionarily-conserved 
signaling modules by which cells transduce extracellular signals into intracellular 
responses. Dysregulated MAP kinase pathway components have been linked to many 
diseases, including inflammatory disorders, diabetes, cardio-facio-cutaneous syndromes 
and cancer. This review will present evidence suggesting that ERK1/2 signaling contributes 
to every step of the metastatic process, from the early escape of cancer cells from the 
primary tumor to the late step of metastatic colonization. The components of the 
Raf/MEK/ERK1/2 pathway are therefore attractive candidates for the development of small 
molecule inhibitors. The rationale to develop MEK inhibitors and the current research goals 
as well as the recent state of clinical evaluation of MEK1/2 inhibitors will be discussed. 
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1. Introduction 
 
 Mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways are evolutionarily conserved 
protein kinase cascades that play a key role in signal transduction [267]. These pathways 
process information from a wide variety of extracellular stimuli and cellular perturbations 
to control multiple physiological processes required to maintain normal cellular and tissue 
homeostasis [267-269]. Furthermore, deregulated activity of MAP kinase pathway 
components has been linked to many diseases, including cancer, inflammatory disorders, 
diabetes and cardio-facio-cutaneous syndromes [270]. These enzymes are therefore viewed 
as attractive targets for novel targeted therapies. 
 
 Among the best-characterized MAP kinase pathways is the Ras-dependent 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 pathway, which conveys signals from 
mitogenic factors, cytokines and differentiation cues. Typically, ligand binding to growth 
factor receptors leads to the activation of the small GTPase Ras, which allows the 
recruitment of Raf to the membrane and mediates the sequential phosphorylation and 
activation of Raf, MEK1/MEK2 and ERK1/ERK2 protein kinases [271]. Once activated, 
the multifunctional kinases ERK1/ERK2 phosphorylate a vast array of substrates, including 
membrane receptors, cytoskeletal proteins, transcriptional regulators and signaling 
enzymes, to impact on cell growth, cell cycle progression, survival, adhesion and motility 
[144]. Not surprisingly, the ERK1/2 MAP kinase pathway is found commonly deregulated 
in cancer.   
 
2. Hyperactivation of the Ras-ERK1/2 MAP kinase pathway in cancer 
 
 Hyperactivation of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 pathway by aberrant activation of 
receptor tyrosine kinases or by gain-of-function mutations in RAS or RAF genes is a highly 
prevalent event in human cancer. Gene amplification and mutational activation of members 
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of the HER (human EGF receptor) family of receptors are frequently observed in human 
epithelial tumors and gliomas [272]. Activating mutations in RAS genes, most frequently in 
KRAS, occur in ~ 30% of cancers and are often acquired early in the tumorigenic process 
[1, 273]. Although Ras is known to regulate multiple effector pathways, the discovery that 
BRAF is mutated in ~ 20% of all cancers and in 44% of melanomas has provided genetic 
evidence for the involvement of the Raf/MEK/ERK1/2 effector branch in oncogenic 
signaling [273, 274]. Raf relays its oncogenic signals mainly via the MAP kinase kinases 
MEK1 and MEK2. Several studies have shown that expression of activated alleles of 
MEK1 or MEK2 is sufficient to deregulate the proliferation and transform immortalized 
fibroblast and epithelial cell lines [165, 275-278]. In vivo, orthotopic transplantation of 
mammary or intestinal epithelial cells expressing activated MEK1/MEK2 into mice induces 
the formation of metastatic tumors [277, 278]. Transgenic expression of activated MEK1 in 
mouse skin induces hyperproliferative and inflammatory lesions and inhibits epidermal 
differentiation, mimicking features of squamous cell carcinomas [123, 124]. Although 
mutations in MEK1/MEK2 genes are rare in cancer [32], numerous studies have 
documented the hyperactivation of MEK1/MEK2 and ERK1/ERK2 in solid tumor and 
leukemia clinical specimens [31, 279]. 
 
 The downregulation of negative signaling regulators of the pathway is also observed 
in cancer. Negative signaling regulators are feedback-induced mechanisms that are innate 
to the cell. Members of this group include Raf kinase inhibitor protein 1 (RKIP1), the 
MAPK phosphatases (MKPs), the SPROUTY and SPRED families and Sef. There is 
accumulating evidence that negative signaling regulators are implicated in tumor 
development and progression. RKIP1, which inhibits RAF activation of MEK, is frequently 
lost in cancer and its loss has been associated with metastatic progression in many epithelial 
tumors [280-284]. The modulation of MKPs in cancer has been reported to be differently 
regulated from tumor type and stage. In prostate cancer, MKP1 is increased in the early 
disease but progressively diminishes in higher histopathological grades [285, 286]. Studies 
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have also reported a marked downregulation of MKP3 in numerous pancreatic cell lines 
[287]. In clinical samples, the MKP3 level is significantly downregulated in invasive 
pancreatic tumors, ovarian cancer and in non-small cell lung cancer (NSCLC) [288-290]. 
Indeed, loss of SPROUTY has also been reported in various tumor types such as breast 
cancer, NSCLC and hepatocellular carcinoma [291-293]. Sef is a major spatial regulator 
that binds to MEK1/2 and tethers MEK1/2-ERK1/2 complexes to the Golgi apparatus and 
plasma membrane, thereby blocking ERK1/2 signaling to the nucleus [129]. Sef has been 
found to be downregulated in the majority of human prostate, breast, thyroid and ovarian 
carcinomas of intermediate to high grades [294, 295]. 
  
 Consistent with its physiological involvement in the regulation of cell proliferation 
and survival, aberrant activation of the ERK1/2 pathway is expected to relax the growth 
factor dependency and enhance the survival of cancer cells. In addition, accumulating 
evidence suggest that this signaling pathway also contributes to the increased motility and 
invasiveness of tumor cells, another hallmark of cancer [296]. In this review, we relate the 
evidence of the role of ERK1/2 MAP kinase signaling in the pathogenesis of cancer 
metastasis and discuss the therapeutic potential of MEK1/2 inhibitors for cancer treatment. 
 
3. The ERK1/2 MAP kinase pathway in cancer metastasis 
 Metastasis is a complex process by which tumor cells spread from a primary site to 
form new tumors in distant organs [297, 298]. The metastatic process consists of a series of 
sequential and rate limiting steps that can be defined as follows: 1) detachment from the 
primary tumor and local invasion; 2) intravasation into the lymphatic or blood circulation; 
3) transport to distant anatomical sites and arrest in microvessels; 4) extravasation into the 
surrounding tissue; 5) formation of micrometastases; and 6) colonization and formation of 
large clinically detectable metastases. The outcome of the metastatic process is dependent 
on both the intrinsic properties of the cancer cells and the host response. 
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3.1. Loss of cellular contacts, detachment from the primary tumor and local invasion 
 
3.1.1. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
 
 One of the first steps in the metastasis process involves changes in the intercellular 
adhesion properties of cancer cells. Carcinoma cells undergo a drastic modification known 
as epithelial-mesenchymal transition (EMT), whereby epithelial cells switch to a fibroblast-
like mesenchymal phenotype, enabling their detachment from epithelial sheets within the 
primary tumor and favoring their motility and invasiveness [299, 300]. EMT is 
characterized by morphological changes, loss of apical-basal polarity and alterations in 
gene expression profiles. A major determinant of the reduced intercellular adhesion 
observed during EMT is the loss of the epithelial adherens junction protein E-cadherin 
[301]. Various mechanisms can lead to silencing of E-cadherin expression during tumor 
progression, but transcriptional repression has emerged as a fundamental mechanism. 
Several transcriptional repressors, including Snail, ZEB and bHLH factors (E47/E2A, 
Twist), have been found to inhibit the expression of the E-cadherin gene and to induce 
EMT [302]. 
 
 Multiple signaling pathways can induce EMT, including transforming growth 
factor- (TGF-), Wnt, NF-B, Notch, phosphoinositide 3-kinase and ERK1/2 MAP kinase 
[302, 303]. Early studies have shown that expression of activated MEK1 in MDCK cells 
results in morphological transformation and conversion to invasive mesenchymal-like cells 
[276, 304, 305]. Other studies also documented the essential role of the ERK1/2 pathway in 
hepatocyte growth factor (HGF)/scatter factor-induced scattering of epithelial cells [304, 
306, 307]. Experiments revealed that hyperactivation of the ERK1/2 pathway cooperate 
with TGF- to induce a full EMT in these cells [308]. Treatment with the MEK1/2 inhibitor 
PD98059 completely prevented and reversed EMT. More recently, we have reported that 
expression of activated forms of MEK1 or MEK2 induces a partial EMT in IEC-6 intestinal 
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epithelial cells, characterized by loss of epithelial polarity, adoption of a fibroblastoid 
morphology and downregulation of E-cadherin expression [278]. 
 
 One mechanism by which ERK1/2 signaling contributes to EMT execution is 
through induction of the Snail family of transcriptional repressors. In MDCK cells, 
treatment with PD98059 was found to decrease basal Snail promoter activity and to abolish 
Snail induction in response to TGF- or activated Ras [302]. HGF-induced Snail 
expression and cell scattering is also dependent on ERK1/2 activation in hepatocytes [309]. 
Notably, the upregulation of Snail by HGF requires the activity of the zinc finger 
transcription factor Egr-1, a known target of ERK1/2 MAP kinases. Activation of the 
ERK1/2 pathway by receptor tyrosine kinases also leads to the induction of Slug and to 
repression of E-cadherin transcription in colon carcinoma cells [310]. Another mechanism 
by which oncogenic Ras-mediated ERK1/2 activation decreases intercellular adhesion in 
lung epithelial cells is through induction of metalloproteinase (MMP)-9 and proteolytic 
cleavage of E-cadherin, resulting in partial disruption of adherens junctions [311]. 
Interestingly, a recent study has identified RSK1 and RSK2 as key effectors of the ERK1/2 
pathway for eliciting cell scattering and mesenchymal gene expression in epithelial cell 
lines of diverse origins [312]. RSK activity is also important for Raf-induced secretion of 
TGF- in MDCK cells. 
 
3.1.2. Extracellular proteases and invasiveness 
 
 The most characteristic trait of malignant cells is their ability to invade normal 
adjacent tissues. Dissemination of cancer cells involves the breakdown and remodeling of 
extracellular matrix (ECM) components by extracellular proteases to allow movement of 
individual or collective mass of cells into new passage ways. Several classes of proteases 
contribute to ECM remodeling, but the most important are probably the MMPs, a family of 
zinc-dependent proteinases that can degrade all components of the ECM [313, 314]. The 
role of MMPs is not limited to tumor cell invasion, as these enzymes can proteolytically 
  
 
61
process a large number of growth factors, cytokines, adhesion molecules and precursor of 
biologically active proteins to impact on tumor initiation, angiogenesis and immune 
surveillance [315]. Cancer cells frequently upregulate MMP expression, but the bulk of 
these proteases are secreted by host-derived cells like fibroblasts, endothelial cells or 
inflammatory cells that contribute to the tumor microenvironment. It should be noted that 
individual tumor cells can switch to an amoeboid mode of movement and invade local 
tissue in the absence of extracellular proteolysis [316]. 
 
 The ERK1/2 MAP kinase pathway plays a major role in inducing proteolytic 
enzymes and promoting tumor cell invasiveness. Numerous studies have reported that 
pharmacological inhibition of MEK1/2 markedly decreases the invasiveness of various 
carcinoma cells in vitro [317-320]. Importantly, constitutive activation of MEK1 or MEK2 
is sufficient to upregulate the expression of ECM proteases and to increase the invasive 
capacity of mammary and intestinal epithelial cells [277, 278]. Biochemical studies and 
transcriptional profiling experiments have revealed that the ERK1/2 pathway regulates the 
expression of several MMP genes, such as MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, 
MMP-11, MMP-13, MMP-14, MMP-19 and MMP-25 [278, 312, 318, 321, 322]. ERK1/2 
signaling also coordinately enhances the expression of 2-integrin and CD44, which act as 
receptors for MMP-1 and MMP-9, respectively [312]. Compelling evidence that these 
MMPs regulate tumor progression and metastasis was provided by genetic studies 
employing engineered mouse models [313]. 
 
 Another protease that plays a crucial role in tumor cell invasion and metastasis is 
the serine protease urokinase-type plasminogen activator (uPA) [323, 324]. Activated uPA 
bound to its cell surface receptor uPAR on tumor cells converts the zymogen plasminogen 
into the active protease plasmin, which in turn cleaves pro-MMPs into MMPs and latent 
TGF- into its active form. Hyperactivation of ERK1/2 MAP kinases was shown to 
upregulate the expression of uPA and of its receptor uPAR in a variety of stromal and 
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tumor cell types [277, 278, 312, 324, 325].  
 
3.1.3. Tumor cell motility 
 
 The acquisition of cell motility is essential for tumor cells to invade surrounding 
tissues and enter into the blood or lymphatic circulation. Cancer cells can move by at least 
three distinct mechanisms: mesenchymal motility, amoeboid motility and collective 
motility [316]. Studies with cultured cells and gene expression profiling have provided 
strong evidence for the involvement of the ERK1/2 signaling pathway in mesenchymal 
motility of epithelial cells [159, 312]. The cell motility cycle consists of the following 
steps: formation of protrusions at the leading edge, integrin-mediated adhesion to the 
underlying substrate, cell contraction and disassembly of adhesions at the rear [326]. The 
Rho GTPases Cdc42 and Rac, which are key regulators of actin dynamics, control the 
formation of protrusions (filopodia and lamellipodia) at the front of the moving cell [327]. 
Rho, on the other hand, regulates the assembly of stress fibers and focal adhesions 
assembly and is required for cell body contraction. 
 
 One of the mechanisms by which the ERK1/2 pathway promotes cell motility is by 
regulating the activity of Rho family GTPases. In colon carcinoma cells, ERK1/2 signaling 
was shown to coordinately modulate the activity of Rho and Rac via transcriptional 
upregulation of the Fra-1 transcription factor and uPAR [328]. Induction of Fra-1 
inactivates 1-integrin signaling by an unknown mechanism, resulting in the repression of 
Rho-GTP levels and reduced activation of the Rho effector ROCK. This prevents the 
formation of excessive stress fibers and focal adhesions, allowing Rac-induced membrane 
ruffles to be extended into protrusions. Elevated expression of uPAR drives the activation 
of Rac and membrane ruffling by a Fra1-independent mechanism. Active ERK1/ERK2 
MAP kinases localize to cell adhesions [329] and several studies have shown that local 
ERK1/2 activity is required for focal adhesion disassembly and migration [330-332]. 
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Various molecular mechanisms have been proposed to explain how ERK1/2 signaling 
affects adhesion, including stimulation of calpain 2 activity and proteolysis of FAK, 
downregulation of ROCKI/II expression or activity, and induction of Rnd3 expression 
[330, 333-336]. A more recent study reported that oncogenic Ras-mediated ERK1/2 
activation induces tyrosine dephosphorylation and inhibition of FAK activity, resulting in 
decreased adhesion and enhanced migration and metastasis [337]. 
 
 Chen et al (2009) has reported that ERK-dependent gene expression, rather than 
direct ERK signaling, is essential for MDA-MB-231 cell migration. ERK activity was 
shown to promote the expression of Fra-1 and c-Jun, both of which were necessary for cell 
migration. U0126 treatments were shown to inhibit cell migration concomitant with 
reduction of Slug expression. Further experiments also reveal that Slug expression is 
required for in vitro cell invasion and in vivo metastasis [338]. 
 
 Another target of ERK1/2 MAP kinases involved in the regulation of cell motility is 
myosin light chain kinase (MLCK). Together with ROCK, MLCK regulates actin-myosin 
contractility by phosphorylating the regulatory light chain of myosin II. A study showed 
that ERK1/2 directly phosphorylate MLCK leading to increased myosin light chain 
phosphorylation and enhanced cell migration [339]. It has been suggested that ERK1/2-
mediated activation of MLCK is required to generate the traction force necessary for 
pseudopodial protrusion formation at the side of the cell facing the chemotactic gradient 
[340]. Rho activity, on the other hand, facilitates pseudopodia retraction. It should also be 
emphasized that mesenchymal motility is dependent upon proteolytic degradation of the 
ECM, which is regulated by the ERK1/2 pathway as discussed above. 
 
 
 
 
  
 
64
 
3.2. Intravasation and dissemination to distant organ sites 
 
3.2.1. Intravasation 
 
 Metastasising cells that detach from the primary tumor must enter into the 
bloodstream and survive in the circulation until they can arrest at a secondary site. Both 
active and passive mechanisms have been proposed to explain how tumor cells enter the 
vasculature [341]. Interestingly, a recent study reported that expression of the 
Raf/MEK/ERK1/2 pathway inhibitor RKIP in the metastatic breast cancer cell line MDA-
MB-231 inhibits cell intravasation in a murine orthotopic model [342].  
 
3.2.2. Surviving anoikis 
 
 Following intravasation, tumor cells undertake a dangerous voyage in the hostile 
environment of the blood circulation, where they are devoided of contact with the ECM and 
are threatened by high shear stress. Epithelial cells, as well as other cell types, that lose 
appropriate contact with the matrix or neighboring cells undergo a form of apoptosis known 
as anoikis [343]. Surviving anoikis, therefore, is a prerequisite for cancer progression and 
establishment of metastases. An early study revealed that transformation of MDCK 
epithelial cells with oncogenic Ras confers resistance to anoikis, although the downstream 
effectors mediating this response were not characterized at that time [344]. Subsequently, 
several studies reported that activation of the ERK1/2 MAP kinase pathway is both 
necessary and sufficient to protect against cell detachment-induced apoptosis in fibroblast, 
endothelial and epithelial cell models [345-350]. One of the main mechanisms by which 
ERK1/2 signal anoikis survival is by repressing the expression or activity of pro-apoptotic 
Bcl-2 family proteins such as Bim, and by inducing the expression of pro-survival members 
like Bcl-2 and Mcl-1 [351]. In a pioneer study, Reginato et al. [352] have shown that 
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expression of H-RasV12, Raf-CAAX or MEK2DD in the mammary epithelial cell line 
MCF-10A completely inhibits the upregulation of Bim expression in suspension and 
prevents anoikis. Other mechanisms such as upregulation of c-FLIP expression [345] or 
autocrine production of EGF receptor ligands [349] may also contribute to the survival 
effect of the ERK1/2 pathway. 
 
3.2.3. Escape from immune response 
 
 In addition to surviving anoikis, tumor cells in the circulation must also escape 
recognition and destruction by the immune system. Although the role of the ERK1/2 MAP 
kinase pathway in immune-mediated antitumor responses has not been studied extensively, 
recent reports suggest that ERK1/2 may also control the escape of tumor cells from immune 
surveillance. The expression of major histocompatibility complex (MHC) class II genes is 
necessary for presentation of antigens to CD4+ lymphocytes and induction of an effective 
immune response. Both the constitutive and inducible expression of MHC class II proteins 
is regulated by the transcriptional activator class II transactivator (CIITA) [353]. Studies 
have shown that ERK1/2 signaling negatively regulates the expression and function of 
CIITA in dendritic cells and macrophages [354, 355]. Interestingly, a recent study 
identified the Ig superfamily membrane glycoprotein CD200 as a transcriptional target of 
the Raf/MEK/ERK1/2 pathway in melanoma cells [356]. Expression of CD200 mRNA is 
higher in melanoma than in other tumors and correlates with progression from nevi to 
melanoma. Importantly, the authors showed that melanoma cell lines expressing high 
CD200 repressed primary T cell activation by dendritic cells, an effect abrogated by RNAi 
silencing of CD200 expression. These findings suggest that hyperactivation of ERK1/2 in 
metastatic melanomas attenuates the host antitumor immune response.  
 
 Another study reported that stimulation of human keratinocytes with EGF or 
expression of oncogenic Ras activates ERK1/2 and markedly decreases expression of the 
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skin-associated chemokine CCL27, which regulates the recruitment of T cells to the skin 
during immune surveillance [357]. Treatment of keratinocytes with the MEK1/2 inhibitor 
U0126 was found to abrogate the suppression of CCL27 expression. This suggests that skin 
tumors may evade T cell-mediated antitumor response by downregulating CCL27 
expression through activation of the Ras-ERK1/2 pathway.  
 
3.3. Extravasation, formation of micrometastases and outgrowth of secondary tumors 
 
3.3.1. Extravasation 
 
 Once at the secondary site, tumor cells must adhere to the endothelium and 
transmigrate across endothelial cells by a process known as diapedesis. Expression of the 
adhesion molecule E-selectin, which is induced by proinflammatory cytokines, appears to 
play an important role in the homing of cancer cells [358]. Early studies have shown that 
metastatic Ras-transformed NIH 3T3 fibroblasts and parental nontransformed cells 
extravasate with the same kinetics in the chick chorioallantoic membrane model or after 
injection in the mouse mesenteric vein [359, 360]. However, a recent study has suggested 
that the ERK1/2 MAP kinase pathway may play an active role in diapedesis [361]. Indeed, 
it has been reported that activation of E-selectin by the binding of circulating colon cancer 
cells triggers the activation of ERK1/2, and that inhibition of ERK1/2 signaling with 
PD98059 or by adenoviral expression of a dominant-negative ERK1/2 mutant inhibits E-
selectin-mediated transendothelial migration. 
 
3.3.2. Establishment and outgrowth of micrometastases into macrometastases 
 
 The outgrowth of single extravasated cells into micrometastases and eventually 
macrometastases is a very inefficient step of the metastatic cascade [297, 298]. Tumor cells 
must adapt to their new microenvironment, resist to immune attack, survive apoptosis, and 
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start proliferating. Early observations have shown that cancer cells do not colonize tissues 
randomly but have a predilection to form macrometastases in specific organs. This 
compatibility between disseminated tumor cells and host tissues has led to the formulation 
of the “seed and soil” hypothesis [362]. Several mechanisms have been proposed to explain 
the tropism of metastasizing cells.  
 
 Much evidence point to a role of the ERK1/2 MAP kinase pathway in the outgrowth 
of micrometastases. Cohort studies using breast carcinomas [363, 364], head and neck 
squamous cell carcinomas [365] report significant correlation between the level of activated 
ERK and enhancement of nodal metastasis. Webb et al. [366] compared the ability of Ras 
effector domain mutants expressed in NIH 3T3 fibroblasts to mediate tumorigenic and 
metastatic phenotypes in nude mice. While all Ras effector mutants displayed comparable 
tumorigenic properties, only the V12S35 mutant that activates the Raf/MEK/ERK1/2 
pathway was able to induce the formation of lung metastases when injected intravenously. 
To confirm this finding, the authors further showed that expression of the Mos oncogene, a 
strong activator of MEK1/MEK2, or activated MEK1 also confer metastatic properties to 
the cells. These results suggest that constitutive activation of the ERK1/2 pathway is 
necessary and sufficient to promote the last steps of the metastatic cascade. High expression 
of uPAR, by interacting with and activating 51 integrin, initiates a signaling cascade that 
leads to sustained activation of ERK1/2 and cell proliferation. High ERK1/2 activity is 
maintained by a positive feedback loop that induces uPA and uPAR expression (see above). 
Downregulation of uPAR expression decreases ERK1/2 activity and increases p38 activity, 
inducing dormancy of carcinoma cells.  
 
 ERK1/2 signaling may contribute to metastasis outgrowth via several molecular 
mechanisms. The central role of ERK1/2 in cell cycle progression and cellular survival is 
well documented and has been the subject of recent reviews [199, 230, 351, 367, 368]. In 
addition, growing metastases like primary tumors are critically dependent on the 
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recruitment of new blood vessels (angiogenesis) or on co-option of existing vessels to 
provide the cells with the nutrients and oxygen necessary to reach a clinically detectable 
size [369]. This angiogenic switch is controlled by a balance between pro-angiogenic 
factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF), and anti-angiogenic factors like 
thrombospondin. Activation of the ERK1/2 pathway can stimulate angiogenesis by 
upregulating VEGF expression through the regulation of Sp1 and HIF-1 transcription 
factors [370]. Finally, ERK1/2 signaling may also contribute to metastasis expansion by 
favoring immune-system evasion. 
 
4. Rationale for targeting the ERK signaling pathway for cancer 
treatment  
 
 There is clearly a scientific rationale for the development of ERK1/2 pathway 
inhibitors for cancer treatment.  The Ras/Raf/ERK/MEK1/2 pathway is frequently 
deregulated either by hyperactivation of the receptors, by gain-of-function mutations or by 
downregulation of negative signaling regulators. Due to the pleiotropic effect of the 
ERK1/2 signaling pathway in the acquisition of a complex malignant phenotype, specific 
blockading of the MEK/ERK pathway can induce inhibition of proliferation as well as 
reduction of invasion and angiogenesis in tumor cells.  
 
 MEK inhibitors differ from most other kinase inhibitors as they do not compete with 
ATP-binding, which confers a high specificity [371, 372]. Crystal structures analyses have 
revealed that both MEK1 and MEK2 have a unique binding site located on a hydrophobic 
pocket adjacent to, but not overlapping the ATP-binding site [21]. Furthermore, as Raf-1 is 
the major activator of MEK1/2, several other kinases, such as Mos, A-Raf, and B-Raf also 
activate MEK1/2. In comparison, no other substrates than ERK1 and ERK2 have been 
identified for MEK1/2 kinases. Another advantage of targeting the Raf/MEK/ERK1/2 
pathway is that MEK1/2 stands at the focal point of numerous mitogenic signaling 
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pathways to integrate them into ERK pathway. In addition, the Raf/MEK/ERK1/2 pathway 
can be targeted without knowledge of the precise genetic mutation that is responsible for 
the aberrant activation. All these features highlight MEK1/2 as an excellent target for the 
development of inhibitors against the ERK1/2 signaling pathway [31, 373, 374]. 
 
4.1. Raf/MEK/ERK1/2 inhibitors in clinical studies 
 
4.1.1 Raf inhibitors 
 
 The major cause of constitutive activation of the ERK pathway in human tumors is 
the presence of activating mutations in RAS, RAF or aberrant activation of receptor tyrosine 
kinases [1, 273]. Sorafenib (BAY43-9006) is a dual action RAF kinase inhibitor that targets 
tumor cell proliferation and tumor angiogenesis. However, Sorafenib is a multikinase 
inhibitor that also inhibits VEGF-R2, VEGF-R3, FGFR-1, the platelet-derivated growth 
factor receptor tyrosine kinase PDFGβ, as well as Flt3 and c-Kit receptors [375]. Sorafenib 
was shown to exhibit broad-spectrum antitumor activity in human tumor xenograft models 
of colon, pancreas, breast and non-small-cell lung cancer (NSCLC) origin with mutation in 
BRAF or KRAS [20]. However, Sorafenib has been reported to be ineffective for metastasis 
treatment of malignant melanoma, whereas U0126 significantly decreased cellular 
proliferation and reduced the number and the size of lung metastases. Sorafenib was shown 
to inhibit principally angiogenesis, whereas U0126 can act on proliferation, survival, 
invasion and tumor angiogenesis [376]. Similar results were also obtained with CI-1040, 
another MEK inhibitor, for the treatment of lung adenocarcinoma [377].  
 
 Other Raf inhibitors are under development, such as RAF-265, an orally active 
agent that inhibits all three RAF isoforms (ARAF, BRAF and CRAF), VEGFR-2, c-Kit and 
PDGFR [378]. RAF-265 is currently in a phase I clinical trial and has been shown to 
induce tumor regression and inhibit angiogenesis in various animal models. GSK2118436 
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(SB-590885) is a novel molecule that selectively inhibits RAF kinases with higher potency 
for BRAF. GSK2118436 has completed phase I studies and showed impressive inhibition 
of proliferation in human cancer cells lines bearing BRAF mutation. GSK2118436 is about 
to enter into phase II and III trials [378]. XL281 displayed high oral bioavailability and 
selectively inhibits the three RAF kinases. XL281 exhibited antitumor activity in various 
human xenograph tumor models. Further evaluations of XL281, which is in a phase II trial, 
are ongoing with colorectal, thyroid cancer, NSCLC and melanoma [379]. 
 
 New selective inhibitors of active BRAF V600E have been developed, the 
PLX4720 and GDC-0879. Both were found to inhibit proliferation of cancer cell lines 
bearing activating BRAF mutation but, by opposition to the MEK inhibitor PD0325901, 
they have not been potent for the inhibition of the proliferation of BRAFWT or KRAS 
mutated cells lines [380, 381]. In addition, treatment-responsive patients ultimately relapse 
as a result of acquired resistance [382, 383]. However, PLX4720 is under clinical trial 
phases II and III.  
 
4.1.2 MEK1/2 inhibitors 
 
 Many specific inhibitors of MEK1/2 have been developed (see Table I). Because of 
their pharmaceutical limitations, PD98059 and U0126 have not been clinically tested. Two 
other MEK inhibitors have gone to clinical trials; the PD184352 (CI-1040) and second-
generation MEK inhibitor, PD0325901. They were all found to inhibit growth of human 
tumors in mouse xenografts and leukemia cells in vitro [20, 131]. However, their 
development has been stopped due to insufficient antitumor activity and low 
bioavailability. 
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Table I. Small molecule MEK1/2 inhibitors   
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 AZD6244 (ARRY-142886), a potent selective adenosine triphosphate-
uncompetitive inhibitor of MEK1/2, was shown to exert excellent preclinical activity 
against many different tumors in cell-based growth assays and in human tumor mouse 
xenograft models, including colorectal, pancreatic, NSCLC, hepatocellular cancer and 
melanoma [374, 384-386]. AZD6244 has undergone clinical trial phases I and II. The use 
of AZD6244 as a single agent was studied in biliary cancers that carry a poor prognosis. 
Three patients (12%) had a confirmed positive response, another 17 patients (68%) 
experienced stable disease and overall patient survival was increased by 4 months [387]. 
However, a clinical trial with AZD6244 as a treatment for hepatocellular carcinoma (HCC), 
has not increased overall survival and no radiographic responses were observed after 
treatment, despite evidence of suppression of ERK1/2 phosphorylation [388].  
 
 Preliminary results from randomized phase II clinical trials have compared 
AZD6244 with: i) the alkylating agent temozolomide in patients with unresectable stage 3 
or 4 malignant melanomas [389], ii)  the antimetabolite pemetrexed in patients with 
NSCLC who have failed to respond to previous chemotherapy [390], iii) capecitabine in 
patients with colorectal cancer who failed  to respond to one or two previous chemotherapy 
regimens [391],  iv) in advanced or metastatic hepathocellular carcinoma [392] and v) in 
advanced or metastatic pancreatic cancer [393]. Unfortunately, initial results from those 
clinical trials have not yielded overwhelming support for the use of MEK inhibitors as a 
single therapeutic agent in cancer patients who are not pre-screened for pre-existing 
activation of the Ras/MEK/ERK pathway. However, other phase II clinical trials are 
currently ongoing in various tumor types and in combination with various drugs [391, 394, 
395]. 
 
 GDC-0973 (XL518) is a potent orally bioavailable inhibitor of MEK1, with an     
IC50 <1nM. Potent inhibition of ERK phosphorylation in various xenograph models and 
colon and melanoma tumor xenografts bearing BRAF mutations was observed.  In addition, 
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at highly efficacious doses, GDC-0973 does not significantly inhibit ERK phosphorylation 
in the mouse brain, suggesting reduced potential for CNS side effects [396]. In a phase I 
dose-escalation study in patients with advanced solid malignancies (CRC, pancreatic, 
NSCLC, neuroendocrine, sarcoma, esophageal, adenoid cystic, ovarian and cervical 
cancer), GDC-0973 was found to be very well tolerated and no serious side effects have 
been reported. MEK and ERK signaling in tumor samples was inhibited and no inhibition 
of MEK in peripheral blood cells was observed. Interestingly, one patient with progressing 
NSCLC has had a stable disease for 7 months and continues on XL518 treatment [397].  
 
 RDEA119 (BAY869766), another allosteric inhibitors of MEK1/2 has been 
reported to exert potent antitumor activity in xenograph models of human melanoma, colon 
and epidermal carcinoma. The effects of RDEA119 as a single agent and in combination 
with rapamycin in primary pancreatic cancer xenografts, grown orthotopically, showed 
promising results. RDE199 is currently being evaluated in phase I clinical trials in 
monotherapy for neoplasm treatment and in phase II trials in combination with Sorafenib in 
patients with advanced cancers [398]. 
 
 GSK1120212, a potent and selective allosteric inhibitor of MEK, was reported to 
exert strong antitumor activity with solid tumors and lymphoma  [399]. Potent cell growth 
inhibition was observed in xenograft tumor models with BRAF or Ras mutants. 
GSK1120212 combines high potency, selectivity, long circulating half-life and has reduced 
activity in the brain. These pharmacological properties offer promise for successfully 
targeting the narrow therapeutic window hoped for the clinical use of MEK inhibitors 
[400]. Phase I and II clinical trials are currently ongoing with patients with relapse or 
refractory leukemia and in patients with solid tumors in combination with everolimus, an 
mTOR inhibitor. 
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 RO4927350 is a potent and highly selective non-ATP-competitive MEK1/2 
inhibitor, with a novel chemical structure and unique mechanism of action. RO4927350, 
was found to exhibit significant in vivo antitumor activity in multiple xenograft tumor 
models including human melanoma, colorectal, breast, pancreas, and NSCLC. The tandem 
inhibition of both ERK1/2 and MEK1/2 phosphorylation by RO4927350 is unique 
compared with other MEK inhibitors such as PD0325901 and AZD6244, which only 
inhibit the phosphorylation of ERK1/2. In addition, RO4927350 prevents a feedback 
increase in MEK phosphorylation, which has been observed with other MEK inhibitors. 
The unique MAPK signaling blockade mediated by RO4927350 in cancer may reduce the 
risk of developing drug resistance  [385].  
 
 RO5068760 is a part of a novel class of potent and selective non-ATP-competitive 
MEK1/2 inhibitors with a unique structure and mechanism of action. With equivalent in 
vivo systemic exposures, RO5068760 showed superior efficacy in tumors harboring 
BRAFV600E mutation. Moreover, the plasma concentration time profiles indicate that 
constant phospho-ERK suppression (>50%) may not be required for optimal efficacy, 
especially in highly responsive tumors [401]. A recent preclinical trial on healthy 
volunteers reported that RO5068760 is very well tolerated and no severe adverse effects 
were observed [402]. 
  
 More recently, a new orally-available potent MEK inhibitor, CH4987655, 
possessing a unique 3-oxo-oxazinane ring structure at the 5-position of the benzamide core 
structure, was shown to exhibit slow dissociation from the MEK enzyme. CH4987655 
exerted remarkable in vivo antitumor efficacy both in mono- and combination therapy with 
everolimus (mTOR inhibitor). In addition, insignificant MEK inhibition in mouse brains 
was observed, implying a reduced CNS-related side effects in humans [403]. A phase I 
clinical study with solid tumor patients is currently in progress. 
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 TAK-733 is novel oral MEK1/2 inhibitor that has been developed using a structure-
based drug design. TAK-733 is highly selective and potent (IC50=3.2 nM) and showed 
strong anticancer activity in various mouse xenograph models [404]. TAK-733 was 
advanced to phase I clinical studies for the treatment of advanced nonhematologic 
malignancies and melanoma. 
 
 AS703026, a novel selective orally bioavailable MEK1/2 inhibitor, has been 
evaluated in human multiple myeloma (MM). AS703026 was shown to inhibit growth and 
survival of MM cells [405]. Phase I clinical trials of AS703026 in subjects with solid 
tumors are ongoing. Phase I dose-escalation trials of AS703026 combined with 
Temsirolimus (mTOR inhibitor) in subjects with advanced solid tumors is also in progress. 
Phase I and II clinical trials will soon begin to assess the anti-tumor activity of AS703026 
combined with FOLFIRI as a second-line treatment in metastatic KRAS mutated colorectal 
cancer subjects. Interestingly, inhibition of MEK1/2 by AS703026 or AZD6244 was shown 
to suppress cetuximab-resistant colorectal cancer cells attributed to KRAS mutation both in 
vitro and in vivo. Those findings offer proof-of-concept for the use of MEK inhibitors as an 
effective therapy in KRAS-mutated CRC [406]. 
 
 RO5126766 is a first-in-class of dual Raf and MEK inhibitor. Multicenter dose 
escalating phase I has been initiated in patients with advanced or metastatic tumors. To 
date, of the 18 evaluable patients, one melanoma patient has a partial response, and 6 
patients have experienced stable disease, for at least 8 weeks. RO5126766 was generally 
well tolerated, favourable pharmacodynamic and pharmacokinetic profile and promising 
preliminary antitumor activity has been observed [407]. 
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5. Current research goals and challenges 
 
 Despite strong rationale for the development of MEK inhibitors to treat cancer, 
results from the clinical trials are disappointing. MEK inhibitors are cytostatic as opposed 
to cytotoxic. Thus their effectiveness as an anticancer drug in a monotherapy is limited. 
However, new MEK inhibitors with improved pharmaceutical properties and reduced 
toxicity such as RO4927350 and CH4987655, are in ongoing clinical trials. Combination 
therapy of MEK inhibitors with chemotherapy or radiotherapy may be more effective. 
 
5.1 Selecting patient population for clinical trial evaluation 
 
 A current challenge facing development of MEK inhibitors is the selection of an 
appropriate patient population for clinical trial evaluation. Preclinical studies suggest that 
patients harbouring activating mutations in RAS or BRAF genes are better candidates for 
treatment with MEK inhibitors. For example, the incidences of BRAF mutation in a large 
fraction of melanoma patients are consistent with the striking activity of PD0325901 
observed against a panel of BRAF-mutated xenographs [408]. Similarly, three partial 
remissions were reported in patients with advanced cancer with BRAF and NRAS 
mutations in phase I trial with PD0325901 [409].  
 
 A recent study was initiated to develop and characterize predictive biomarkers of 
responses to the MEK1/2 inhibitor AZD6244 in colorectal cancer (CRC). Results indicate 
that resistance to AZD6244 may be mediated in part by the upregulation of the Wnt 
pathway, suggesting potential rational combination partners for AZD6244 in CRC [410]. 
PLX4720-induced hyperactivation of the MEK-ERK1/2 pathway promotes resistance to 
apoptosis in both non-invasive and invasive mutant NRAS melanoma cells. These findings 
underscore the need to genotypically stratify melanoma patients before enrollment on a 
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mutant BRAF inhibitor trial [411]. Thus, future clinical trials should choose an appropriate 
patient group, based on genetic lesions or validated biochemical markers. 
 
5.2 Combination of inhibitors 
 
 As yet, Sorafenib is the only inhibitor of the ERK1/2 pathway that has received 
approval for the treatment of advance renal cell carcinoma and for HCC [375]. 
Interestingly, pharmacological inhibition of the MEK/ERK1/2 pathway by AZD6244 was 
shown to enhance the antitumor effect of Sorafenib in both orthotopic and ectopic models 
of HCC. This suggests that the combination of Sorafenib and MEK inhibitors has the 
potential to be clinically effective as it would allow the inhibition of angiogenesis and 
tumor growth without feedback activation of ERK, and may therefore improve the current 
treatment with Sorafenib alone [386].  
 
 Dual pathway inhibition also showed interesting results. A preclinical study 
evaluating the combinatory effect of the inhibition of MEK (PD-0325901) and 
PI3K/mTOR (PF-04691502) pathways showed synergetic activity. Enhances cytotoxicity 
leading to tumor growth inhibition and regression were observed in a mouse model of 
ovarian cancer driven by PTEN loss and mutant KRAS [412]. Similarly, treatment of 
inductible lung cancers containing KRAS and PI3KCA mutations with the PI3K/mTOR 
(NVP-BEZ235) and MEK (AZD6244) inhibitors has led to an enhanced response [413].  
The combined effect of MEK (PD0329501 or RDEA119) and mTOR (rapamycin) 
inhibitors also generated a synergetic effect in inhibition of proliferation and protein 
translation in human NSCLC cell lines, as well as animal models of lung cancer and 
pancreatic cancer [414, 415]. 
 
 Chronic treatment of BRAFV600E melanoma cells with the BRAF inhibitor SB-
590885 was found to induce drug resistance and enhance IGF-1R/PI3K signaling [416].  
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Nazarian et al. (2010) also reported that melanomas escape BRAFV600E targeting not 
through secondary BRAF mutations, but via receptor tyrosine kinase (RTK)-mediated 
activation of alternative survival pathways, or by activated RAS-mediated reactivation of 
the MAPK pathway. Those observations suggest that additional therapeutic strategies may 
be beneficial [417]. Interestingly, combined treatment with IGF-1R/PI3K and MEK 
inhibitors were reported to induce death of BRAF inhibitor-resistant cells [416]. 
 
 In addition, inhibition of ERK1/2 suppressed their ability to modulate the activity of 
MEK1. By inhibiting ERK1/2, the negative feedback loop of MEK phosphorylation is 
suppressed and hence there will be an accumulation of activated MEK. This feedback loop 
regulation may provide an additional rationale for combining MEK and RAF inhibitors in 
certain therapeutic situations. Interestingly, the new MEK inhibitor, RO4927350, locks 
MEK1/2 in an inactive state and prevents its phosphorylation. This novel mechanism of 
action may allow RO4927350 to prevent the feedback increase in phospho-MEK that has 
been observed in tumor cells treated with other MEK inhibitors. Thus, the mechanistic 
differentiation of RO4927350 may provide additional clinical benefits such as a reduced 
risk of developing drug resistance compared with existing MEK inhibitors [385]. A 
resistant MEK1 mutant has recently been found in a metastatic tumor that emerged in 
melanoma patients treated with AZD6244 [418]. In this case, combining an MEK inhibitor 
with an Raf inhibitor may be a benefit and could slow down the emergence of resistance. 
 
5.3 Combination of MEK inhibitors with chemotherapy 
 
 Classical chemotherapy has often remained the most prescribed anticancer therapy 
for many magliancy types. Chemotherapeutic drugs such as taxol, cisplatin or doxorubicin 
unfortunately lead to drug resistance. In addition, these drugs have been shown to activate 
the Raf/MEK/ERK1/2 pathway by diverse mechanisms [414, 419, 420]. Thus, combining 
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classical chemotherapy with MEK inhibitors may enhance the therapeutic effectiveness of 
treatment.  
 
 Combining taxol treatment with MEK inhibitors was shown to synergistically 
enhance apoptosis and inhibit tumor growth [421, 422]. Similarly, combining MEK 
inhibitor (U0126) with cisplatin increased cell death in squamous cells carcinoma that are 
normally refractory to cisplatin [423]. The MEK inhibitors also synergie with arsenic 
trioxide (ATO) to induce apoptosis in APL and AML cells [424-426] and with UCN-01 to 
induce apoptosis in myeloma cells [427].  However, it should be noted that the combination 
of MEK inhibitors with chemotherapeutic agents does not always results in positive 
interaction. Combining MEK inhibitor (U0126) with betulinic acid, a drug lethal for 
melanoma cells, was shown to antagonize the normal enhancing effects on apoptosis of 
betulinic acid [428]. The new MEK inhibitor, RO4927350, which locks MEK1/2 in an 
inactive state that prevents their phosphorylation, may prevent MAPK activation by 
exogenous stimuli such as chemotherapeutic agent [385]. 
 
5.4 Combination of  MEK inhibitors with radiotherapy 
 
 Approximately half of all patients with cancer receive radiotherapy during the 
treatment of their disease. The identification of novel therapeutic approaches that can be 
combined with and are complementary to radiotherapy may therefore afford the potential to 
improve significantly on current clinical outcomes [429]. One of the undesirable effects of 
radiotherapy is the activation of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 pathway [430]. A preliminary 
preclinical study reported significant antitumor benefits from combining daily oral dosing 
of AZD6244 with radiotherapy protocol in human tumor xenograft models [429]. In a 
recent study evaluating diverse signal transduction inhibitors as radiosensitizers, the pre-
treatment of lung, prostate and pancreatic cancer cells with AZD6244 was found to 
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radiosensitize the cell lines in vitro and in vivo. Similar positive results were also obtained 
with cell lines bearing activation mutation in KRAS [431]. 
 
6. Concluding remarks 
 
 The ERK1/2 MAP kinase-signaling pathway has gained notoriety for its role in cell 
cycle progression and cell proliferation. However, later work has provided convincing 
evidence for the involvement of this pathway in other cellular processes that are essential 
hallmarks of cancer. In vitro studies of cancer cell lines and in vivo findings from animal 
models have highlighted the role of ERK1/2 signaling in cell survival, motility, 
invasiveness and angiogenesis. Through its various effects, the ERK1/2 pathway may 
contribute to every step of the metastatic process, from the early escape of cancer cells from 
the primary tumor to the late step of metastatic colonization (figure 2.1). Indeed, expression 
of activated forms of MEK1 or MEK2 in intestinal epithelial cells is sufficient to induce the 
formation of intestinal tumors and to promote tumor progression and metastasis in a mouse 
orthotopic transplantation model [278]. Moreover, hyperactivation of the ERK1/2 pathway 
has been associated with CIN and aneuploidy [180]. These pre-clinical studies suggest that 
a blockade of the ERK1/2 pathway with small-molecule inhibitors of Raf or MEK1/2 
should prove effective not only in shrinking the primary tumor but also in restraining 
metastatic dissemination, which is the major cause of cancer-associated mortality.  Specific 
MEK inhibitors have been developed and certainly represent promising therapies for cancer 
treatment. The recent clinical trial data suggests that MEK inhibitors will be effective for 
tumor growth inhibition in combination with chemotherapeutic drugs or radiation.  
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Figure 2.1. The ERK1/2 MAP kinase signaling pathway in cancer metastasis. 
Schematic diagram illustrating how ERK1/2 signaling may contribute to every step of the 
metastasis process, from the early escape of cells from the primary tumor to the late steps 
of metastatic colonization. 
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3.1 L'épidémiologie 
 
 À chaque année, plus d'un million de personnes, à travers le monde, développent un 
cancer colorectal; le taux de mortalité est d’ailleurs de plus de 33 % dans les pays 
développés [432]. Le cancer colorectal est le résultat d'une accumulation progressive 
d'altérations génétiques et post-traductionnelles qui vont transformer graduellement 
l'épithélium normal du côlon vers un stade adénomateux, celui-ci pouvant évoluer vers une 
dysplasie, un cancer, puis un carcinome métastatique. 
 
 La très grande majorité des cas de cancers du côlon surviennent sporadiquement. 
Les facteurs de risques qui y sont associés sont l'augmentation de l'âge, la présence de 
polypes intestinaux ou de cancer du côlon par le passé. Les maladies inflammatoires, telles 
que la maladie de Crohn et les colites ulcéreuses, peuvent augmenter l'incidence jusqu'à 
66%, dépendamment de la durée et de la sévérité de l'inflammation [433, 434]. Seulement 
6% des cancers colorectaux sont d'origines héréditaires; le syndrome de Lynch en 
représente la moitié. Quant aux autres types de cancers héréditaires, ils sont associés à une 
perte de fonction du gène MSH2, qui est impliqué dans la réparation des mésappariements 
des bases. Des délétions de EPCAM/TACSTD1, qui mènent à l'hyperméthylation du 
promoteur MSH2 et subséquemment, sont inactivation, sont observées [432].  
 
 L'impact des facteurs environnementaux, tels que le manque de fibre dans la diète, 
la consommation d'alcool ou la prise de suppléments de calcium, n'a pas été démontré de 
façon convaincante [435-437]. Cependant, il n'est pas exclu qu'un effet bénéfique puisse 
être obtenu dans certains types précis de cancers. Par exemple, il a été rapporté que 
l'administration d'acide acétylsalicylique (Aspirine) chez des patients atteints d’un cancer 
colorectal pouvait réduire jusqu' à 38% la mortalité par rapport aux patients non traités à 
l'Aspirine. Toutefois, des analyses subséquentes ont démontré que l'Aspirine réduit la 
mortalité seulement pour les cancers colorectaux COX-2 positif [438, 439].  
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3.2 La carcinogenèse colorectale 
 
 La carcinogenèse colorectale débute par une tumeur qui se développe à l'intérieur de 
la muqueuse intestinale. Si elle demeure non-traitée, elle peut alors s'étendre dans les 
couches musculaires, puis se loger en-dessous du muscle, pour éventuellement traverser les 
parois intestinales et potentiellement mener à la formation de métastases. La tumeur résulte 
d'une accumulation progressive d'altérations génétiques, tels que des mutations, 
l'amplification de gènes, ainsi que des altérations épigénétiques comme des modifications 
de la chromatine et des méthylations aberrantes. La somme de ces altérations transforme 
graduellement l'épithélium intestinal, engendrant des lésions pouvant évoluer du stade 
d'adénome bénin vers un adénocarcinome malin [434]. Ces mutations créent un avantage 
clonal qui permet la croissance de la tumeur, l'augmentation de sa malignité et peut 
éventuellement, lui conférer une capacité à intravaser, extravaser et former des métastases. 
 
 Les cancers colorectaux se classent en trois catégories : les MSI (instabilité 
microsatellite), les CIN (instabilité chromosomique) et les CIMP (phénotype de 
méthylation des îlots CpG). La séquence événementielle de la progression du cancer est 
semblable d'un type à l'autre mais les altérations génétiques qui y sont associées diffèrent.  
 
 D'abord, le cancer de type MSI (aussi nommé MIN) est associé à une perte de 
fonction du système de réparation des mésappariements de l'ADN (MMR). Le MSI est 
observé dans environ 15% à 20% des cancers du côlon sporadiques et dans 95% des 
cancers colorectaux de patient atteints du syndrome de Lynch [440]. La progression 
tumorale, avec le MSI, débute par la présence d'un polype précoce, qui est associé à une 
perte de fonction de MMR due à une hyperméthylation du promoteur de hMLH1. Ensuite, 
la voie de signalisation de Wnt est affectée. Bien que le mécanisme ne soit pas clairement 
connu, des mutations de CTNNB1, un gène codant pour la β-caténine, y ont été associés 
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chez des patients atteints du syndrome de Lynch. L'altération de la voie de Wnt enclenche 
l'évolution du cancer vers le stade d'adénome serrate. Puis, des mutations dans les gènes 
TGFBR2, ACVR2, BAX, hMSH3, hMSH6 et E2F-4 surviennent et permettent l'évolution 
du cancer vers un état de carcinome [203, 441]. Des mutations dans BRAF, qui surviennent 
plus tardivement, se retrouvent également dans les tumeurs sporadiques de type MSI qui ne 
sont pas associées au syndrome de Lynch  [434, 442, 443] (figure 3.1).  
 
 
 
                    
Figure 3.1. Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux 
de type MSI. (Gardy et Carethers, 2008. Gastroenterology. [434] ). 
 
 La progression des tumeurs colorectales de type CIN survient quant à elle, d’une 
altération de la voie de Wnt, via des mutations du gène de l'APC, qui engendre une 
dysplasie de l'épithélium. Des mutations activatrices de KRAS mènent à un état d'adénome, 
puis les mutations inactivatrices de TP53 surviennent [444, 445]. L'activation de PIK3CA 
peut également être observée dans certain cancers et mener à un état d'adénome avancé. 
Certains éléments associés à la signalisation de TGF-β sont aussi affectés et des mutations 
de TGFBR2, ainsi que de SMAD2 et SMAD4, sont observées [443, 446].  L'évolution vers 
un état métastatique peut être associée à une amplification du gène PRL3 [447] (figure 3.2).  
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Figure 3.2. Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux 
de type CIN. (Gardy et Carethers, 2008. Gastroenterology. [434]). 
 
 La progression des cancers colorectaux caractérisée par la méthylation des îlots 
CpG (CIMP) est médiée par une séquence d'événements, qui recoupe celle des tumeurs 
sporadiques de type MSI, car l'hyperméthylation du gène hMLH1 fait partie de la séquence 
d'événement transformateur [448, 449]. Mais plutôt qu'une dysplasie générée par 
l'inactivation de la voie de Wnt, une dysplasie associée à la méthylation des promoteurs de 
MGMT, EVL, HLTF, SFRP2, SLC5A8 et MINT1 est observée. Ces méthylations 
surviennent durant la phase initiale de développement de la tumeur. Ensuite, 
l'hyperméthylation du promoteur hMLH1 est associée à l'évolution vers un adénome 
serrate. La méthylation subséquente de TSP1 et TIM3 est reliée à la progression de 
l'adénome serrate vers un adénome serrate avancé, puis à un carcinome (figure 3.3) (revue 
dans [434]). Il est à noter que ces tumeurs comportent fréquemment la mutation activatrice 
de BRAF, V600E [450]. 
             
Figure 3.3. Schéma des mutations associées à la progression des cancers colorectaux 
de type CIMP. (Gardy et Carethers, 2008. Gastroenterology. [434]). 
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3.3 Les critères histologiques 
 
 Jusqu'à tout récemment, les polypes colorectaux épithéliaux se classaient en deux 
principales catégories : les polypes hyperplasiques et les adénomes. En raison de 
l'hétérogénéité des lésions hyperplasiques et des phénotypes particuliers des adénomes 
issus des cancers de type CIMP, des catégories telles que l’adénome sessile, serrate et mixte 
ont été ajoutées. Chacun de ces types comporte des critères histologiques particuliers [451]. 
 
 Ainsi, le polype hyperplasique (HP), qui constitue de 80 à 90% des polypes, se 
caractérise par des cryptes allongées, une architecture serrate et non dysplasique. Le HP 
possède un diamètre inférieur à 5 mm et se situe généralement dans la partie gauche du 
côlon et dans le rectum. Le HP n'est pas associé à un risque d'évolution en carcinome 
(figure 3.4 A) [452]. 
 
 L'adénome serrate traditionnel (TSA), une variation rare des lésions serrates, a une 
incidence de 1 à 6% [453]. Les TSAs sont des polypes pédonculés ou villeux qui se situent, 
dans 60% des cas, dans le côlon descendant et le rectum. Les principales caractéristiques 
des TSAs sont la présence de polyploïdies, une serration proéminente, une eosinophilie 
cytoplasmique diffuse ainsi que la formation de cryptes ectopiques (figure 3.4 B). Ces 
lésions sont à haut risque d'évolution en carcinome [454]. 
 
 L'adénome serrate sessile (SSA) est le second plus commun polype sessile, avec de 
15% à 20% d'incidence. Celui-ci est une lésion plate ou légèrement surélevée de plus de 5 
mm de diamètre et il se situe généralement dans la partie droite du côlon. Pour le 
diagnostiquer, deux des quatre critères doivent être présents : i) une hyperserration dans le 
tiers inférieur des cryptes; ii) une forme en T ou en L des cryptes en bordure de la 
muqueuse musculaire; iii) la présence de cryptes inversées sous la muqueuse musculaire et; 
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iv) une dilatation en colonne du tiers inférieur des cryptes. D'autres caractéristiques, telles 
que la présence de cellules à gobelet (ou à mucus) matures à la base des cryptes, ainsi que 
la présence de prolifération dans le milieu des cryptes et la détection de noyaux élargis 
peuvent être observées. Un risque d'évolution de la SSA en carcinome est également 
présent, mais à un degré incertain [455, 456] (figure 3.4 C). 
 
 Le polype mixte comprend les tumeurs qui sont constituées d'une combinaison 
d'adénomes conventionnels (AC) de type tubulaire, tubuvilleux ou villeux et de lésion 
serrate. Différents types de polypes mixtes ont été décrits : une combinaison de SSA et 
TSA, de SSA et AC, de TSA et AC et une rare combinaison de HP et AC (figure 3.4 D). 
Les polypes mixte peuvent aussi évoluer en carcinome [451]. 
                           
Figure 3.4 Critères histologiques des différents grades de tumeurs colorectales. 
(Modifié de Itzkowitz et al, 2004. Gastroenterology. [457]). A) Polype hyperplasique. B) 
Adénome serrate traditionnel. C) Adénome sessile serrate (la petite flèche indique une 
crypte en forme de T, la grosse flèche indique l'hyperserration dans le tiers inférieur de la 
crypte). D) Adénome tubulaire mixte. 
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3.4 Le traitement du cancer colorectal 
 
 Le traitement du cancer colorectal dépend du stade de la maladie. Les cancers 
confinés à l'intérieur de la paroi intestinale (stade I et II) sont souvent curables avec 
l'ablation de la tumeur par chirurgie, si bien que le taux de survie des patients, après 5 ans, 
est de 90%. Lorsqu’un cancer n’est pas traité, il peut s'étendre jusqu'aux ganglions 
lymphatiques (stade III) : le taux de survie de ces patients chute alors à 48%. Les cancers 
avancés, qui ont engendré des métastases dans d'autres organes (stade IV), ne sont pas 
curables et le taux de survie, après 5 ans, n'est que de 7% [458, 459].  
 
 La chirurgie demeure la première ligne de traitement pour le cancer du côlon, 
qu'elle soit curative ou palliative. Lorsque le cancer a atteint le stade III, l'addition d'une 
chimiothérapie est alors indiquée [460]. Depuis les vingt dernières années, la 
chimiothérapie, pour le traitement des cancers colorectaux, s'est nettement améliorée [461]. 
La thérapie standard, constituée de l'oxaliplatin, l'irinotecan (des camptothécines semi-
synthétiques qui inhibent la topoisomérase I) et du 5-fluorouracil (un inhibiteur non 
compétitif de la thymidylate synthase), a permis de doubler le taux de survie des patients. 
Ainsi, l'espérance de vie des patients est passée de dix mois à près de deux ans grâce à cette 
combinaison de molécules.  
 
 Plus récemment s'est ajouté à l'arsenal thérapeutique les anticorps monoclonaux tels 
que le cetuximab, dirigé contre le récepteur de l'EGF et le bevacizumab, dirigé contre le 
VEGF, empêchant ainsi sa liaison avec son récepteur [462-465]. Le cetuximab est indiqué 
pour les patients atteints de cancer colorectal métastatique qui sont réfractaires à 
l'irinotecan [466]. En dépit de ces nouvelles molécules, qui permettent une thérapie mieux 
ciblée, le cancer du côlon demeure toujours la deuxième cause de mortalité par cancer dans 
les pays occidentaux [461]. Au Canada, en 2010, on estime à 22 500 le nombre de 
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personnes qui ont reçu un diagnostic de cancer colorectal, soit un homme sur 14 et une 
femme sur 15. Au total, neuf personnes sur 100 en mourront [467].  
 
3.5 L’implication de la voie de Ras-ERK1/2 dans le cancer colorectal 
 
 La voie de signalisation de Ras/Raf/ERK/MEK1/2 est fréquemment dérégulée dans 
les cancers colorectaux. Les récepteurs de l'EGF sont surexprimés dans 60% à 80% des 
cancers du côlon [468, 469] et leur surexpression est associée avec l'émergence de 
métastase et une diminution de la survie des patients [470, 471]. Des mutations activatrices 
des trois gènes de RAS sont également retrouvées dans les cancers du côlon. L'oncogène 
KRAS est le plus fréquemment muté, avec des mutations activatrices observées dans 30% à 
50% des adénomes et carcinomes colorectaux [1, 472-474]. Des mutations activatrices de 
BRAF ont également été relevées dans près de 15% des cancers du côlon [1, 19]. Bien que 
la voie de MEK/ERK1/2 soit fréquemment activée [475], la présence de mutations 
activatrices de MEK1/2 dans les cancers colorectaux est très rare, avec une incidence de 
2,2% pour MEK1 [34]. À ce jour, aucune mutation de ERK1/2, dans les tumeurs 
colorectales, n'a été répertoriée.  
 
 L'efficacité anti-tumorale du PD184352, un inhibiteur de MEK1/2, a été démontrée 
dans des modèles de xénogreffes de cancer colorectal. La croissance tumorale s'est vue 
inhibée de 80% à la suite de traitements oraux [319]. Toutefois, en raison d'une faible 
biodisponibilité, du métabolisme trop rapide et d'une activité anti-cancéreuse considérée 
insatisfaisante, le développement du PD184352 et des inhibiteurs de MEK1/2 de deuxième 
génération (PD0325901) a été abandonné [476]. Tel que décrit au chapitre 2, de nouveaux 
inhibiteurs de MEK1/2, avec des propriétés pharmacologiques nettement plus intéressantes, 
sont présentement en phase d’études cliniques. L'AZD6244 et, plus récemment, d'autres 
molécules inhibitrices de MEK1/2, telles que le BAY869766, le RO4927350 et le 
CH4987655, se sont avérées efficaces dans des modèles de cancer colorectaux chez la 
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souris [385, 398, 403]. Ces molécules font également l’objet d’études cliniques de phase 
I/II, en mono ou en thérapie combinée. 
 
 Cibler la voie de Ras-ERK1/2, dans le traitement du cancer colorectal, semble être 
une avenue intéressante. Il apparaît toutefois important de mieux caractériser l'implication 
de la signalisation des isoformes de MEK1 et MEK2 dans l'initiation et la progression des 
cancers colorectaux. Les quatre chapitres qui suivent, vont tenter de mieux définir ces rôles. 
 
 
 
 
  
RÉSULTATS 
 
Chapitre 4:  
Le rôle de MEK1 et MEK2 dans l'initiation et la 
progression des cancers colorectaux 
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4.1 Mise en situation et objectif 
 
 L'objectif de ce deuxième article est d'évaluer l'impact de l'activation de MEK1 et 
MEK2 dans le processus de transformation tumorigénique de cellules intestinales 
épithéliales. La contribution exacte et la détermination d'un rôle spécifique de chacun des 
isoformes de MEK1 et MEK2 dans le processus de tumorigénèse colorectale étaient 
également recherchées. 
 
4.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai effectué de 80 à 90% des expériences se rattachant à l'article. J'ai également fait 
plusieurs expériences complémentaires, qui ne sont pas publiés dans cet article, mais qui 
ont été nécessaires à la compréhension du projet. 
 
4.3 Résumé 
 
 Une activation de la voie de signalisation de Ras/Raf/MEK/ERK1/2 est 
fréquemment observée dans les cancers colorectaux. À la suite d’une analyse extensive de 
biopsies de tumeurs colorectales humaines par micromatrices tissulaires (TMA), nous 
avons observé que 44% des tissus cancéreux exprimaient MEK1/2 phosphorylés, contre 
10% des tissus normaux. Bien que la voie MEK/ERK1/2 soit fréquemment activée dans les 
cancers, la détermination du rôle précis de chacune des isoformes de MEK, dans la 
tumorigénèse colorectale, n'a jamais été clairement établie.  
 
 Nous avons démontré, pour la première fois, que l’expression de MEK1 ou MEK2 
activé est suffisante pour transformer in vitro des cellules intestinales épithéliales de rat 
(IEC-6). L'expression des mutants actifs de MEK1 ou de MEK2 induit une altération 
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morphologique, une transition épithélio-mésenchymateuse, une dérégulation de la 
prolifération cellulaire et engendre la formation d'adénocarcinomes invasifs dans un modèle 
de greffe orthotopique du côlon chez la souris. De plus, nous avons démontré que 
l'inhibition de MEK2, par shRNA, supprime complètement la prolifération des lignées 
humaines de cancer colorectal, alors que la suppression de MEK1 a des effets minimes sur 
la prolifération. 
 
 En conclusion, les isoformes de MEK1 et de MEK2 sont tous deux habilités à 
induire la transformation et la formation de tumeurs intestinales métastatiques. Nos 
résultats suggèrent également que MEK2 pourrait jouer un rôle plus important que MEK1 
dans la prolifération des cellules de cancer du côlon.  
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ABSTRACT  
 
Background 
 The Ras-dependent ERK1/2 MAP kinase signaling pathway plays a central role in 
cell proliferation control and is frequently activated in human colorectal cancer. Small-
molecule inhibitors of MEK1/MEK2 are therefore viewed as attractive drug candidates for 
the targeted therapy of this malignancy. However, the exact contribution of MEK1 and 
MEK2 to the pathogenesis of colorectal cancer remains to be established. 
Methods 
 Wild type and constitutively active forms of MEK1 and MEK2 were ectopically 
expressed by retroviral gene transfer in the normal intestinal epithelial cell line IEC-6. We 
studied the impact of MEK1 and MEK2 activation on cellular morphology, cell 
proliferation, survival, migration, invasiveness, and tumorigenesis in mice. RNA 
interference was used to test the requirement for MEK1 and MEK2 function in maintaining 
the proliferation of human colorectal cancer cells. 
Results 
 We found that expression of activated MEK1 or MEK2 is sufficient to 
morphologically transform intestinal epithelial cells, dysregulate cell proliferation and 
induce the formation of high-grade adenocarcinomas after orthotopic transplantation in 
mice. A large proportion of these intestinal tumors metastasize to the liver and lung. 
Mechanistically, activation of MEK1 or MEK2 up-regulates the expression of matrix 
metalloproteinases, promotes invasiveness and protects cells from undergoing anoikis. 
Importantly, we show that silencing of MEK2 expression completely suppresses the 
proliferation of human colon carcinoma cell lines, whereas inactivation of MEK1 has a 
much weaker effect. 
Conclusion 
 MEK1 and MEK2 isoforms have similar transforming properties and are able to 
induce the formation of metastatic intestinal tumors in mice. Our results suggest that MEK2 
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plays a more important role than MEK1 in sustaining the proliferation of human colorectal 
cancer cells. 
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BACKGROUND  
 
 Colorectal cancer arises from intestinal epithelial cells in a multistep process that 
extend over several years and leads to the progression from a normal mucosa to aberrant 
crypt foci to benign adenomas up to invasive carcinomas [477]. Histo-pathological 
progression of colorectal tumors is associated with the progressive accumulation of genetic 
alterations in tumor suppressor genes and oncogenes [478]. The most frequently mutated 
oncogene in colorectal tumors is KRAS, a member of the RAS gene family. Activating 
mutations in the three RAS genes, most frequently in KRAS, have been found in ~30% of 
human neoplasias and are often an early event in tumor progression [1]. Specifically, 
KRAS mutations are detected in approximately 35% of all sporadic colorectal adenomas 
and carcinomas [1, 474].  Genetic and biochemical studies have firmly established the 
central role of Ras GTPases in regulating cell proliferation, growth and survival [479, 480].  
More than ten distinct classes of Ras effectors have been identified to date, several of which 
are associated with oncogenic signaling pathways [481]. The best-characterized of the Ras 
effector pathways is the activation of the Raf family Ser/Thr kinases, leading to sequential 
phosphorylation and activation of MEK1/MEK2 and the mitogen-activated protein (MAP) 
kinases ERK1/ERK2 [267]. The importance of Raf in oncogenic signaling has been 
validated by the discovery of activating BRAF mutations in a variety of human tumors 
[274], including 14% of colorectal cancers  [1]. 
 
 Raf relays its oncogenic signals mainly via the MAP kinase kinases MEK1 and 
MEK2. Early studies have shown that expression of activated alleles of MEK1 is sufficient 
to deregulate the proliferation and trigger the morphological transformation of 
immortalized fibroblast [165, 275] and epithelial [276, 277, 305] cell lines. In vivo, 
orthotopic transplantation of mammary epithelial cells expressing activated MEK1 into 
syngeneic mice rapidly produced invasive adenocarcinomas [277]. Transgenic expression 
of active MEK1 in mouse skin induced hyperplasia, hyperkeratosis and perturbed 
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differentiation of the epidermis [123, 124]. Conversely, treatment with MEK1/2 inhibitors 
was shown to inhibit the proliferation of various carcinoma and leukemic cell lines [482, 
483]. Notably, administration of an orally-available inhibitor of MEK1/2 elicited marked 
anti-tumor efficacy in mouse xenograft models of colon cancer and metastatic melanoma 
[319, 484]. In parallel, several studies using clinical specimens have documented the up-
regulation and/or activation of MEK1/MEK2 and the MAP kinases ERK1/ERK2 in solid 
tumors and leukemias (see [31] and references therein). Collectively, these findings have 
provided strong rationale for the development of small-molecule inhibitors of MEK1/2 for 
chemotherapeutic intervention in cancer. 
 
 MEK1 and MEK2 display 85% amino acid identity overall and are expressed 
ubiquitously in cell lines and tissues. Although it is commonly assumed that the two 
isoforms are functionally equivalent, several lines of evidence, however, indicate that they 
are regulated differentially and may exert non-redundant functions [113, 485, 486]. Studies 
using RNA interference have suggested that both MEK1 and MEK2 are required for in 
vitro cell proliferation, and that they contribute to distinct cell cycle regulatory events 
[487]. However, the individual roles of MEK1 and MEK2 in tumorigenesis remain to be 
explored. Intriguingly, a recent report has shown that activated MEK1 but not MEK2 can 
promote epidermal hyperplasia in transgenic mice, even though both MEK proteins trigger 
ERK1/ERK2 phosphorylation [124]. 
 
 Colorectal cancers often display activation of the ERK1/2 MAP kinase pathway and 
therefore represent potential targets for MEK1/2 inhibitors [475]. In this study, we have 
evaluated the ability of the two MEK isoforms to transform intestinal epithelial cells and to 
promote tumor formation and progression in vivo. Our results demonstrate that activation 
of either MEK1 or MEK2 is sufficient for full transformation of intestinal epithelial cells up 
to the invasive stage. Importantly, we show that MEK2 expression is essential for the 
proliferation of human colon cancer cells. 
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METHODS 
 
Cell culture and infections 
 IEC-6 is a rat epithelial cell line with features of undifferentiated small intestinal 
crypt cells [488]. HCT116 [489], HT-29 [490] and SW480 [491] are human colorectal 
adenocarcinoma cell lines. MDA-MB-231 is a human breast adenocarcinoma cell line 
[492]. IEC-6, HCT116, HT-29 and MDA-MB-231 cells were cultured in DMEM 
containing 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine and antibiotics. SW480 cells were 
cultured in RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum. IEC-6 cells were infected 
with retroviral vectors as previously described [493]. Populations of infected cells were 
selected with 4 μg/ml puromycine. 
 
Mouse in vivo tumor studies 
 All animals were housed under pathogen-free conditions, and experiments were 
performed in accordance with CCAC guidelines and with Université de Montréal 
Institutional Animal Care and Use Committee approval. Female Balb/c athymic nude mice 
(nu/nu) were purchased from Harlan and used at 6–8 weeks of age. For subcutaneous tumor 
model studies, IEC-6 cells were harvested from sub-confluent cultures by brief exposure to 
0.25% trypsin and 0.02% EDTA. The cells were washed once in PBS, and 3 × 104 cells in a 
final volume of 200 μl were injected subcutaneously in the flanks of the mouse. The mice 
were monitored regularly and the tumors were measured every 2–3 days using a caliper. 
 
 For orthotopic tumor model studies, 1 × 105 IEC-6 cells in a volume of 30 μl were 
implanted in the ceacum of nude mice. Mice were anaesthetized with isoflurane during the 
surgical procedure. The caecum was exteriorized through a small midline laparotomy and 
cells were injected in the cecal wall. After implantation, the abdominal wall was closed and 
sutured, and the mice received a subcutaneous injection of 0.05 mg/kg buprenorphin for 
postoperative pain relief. The mice were monitored regularly and sacrificed when they 
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became moribund or manifested signs of disease. Following necropsy, the caecum, lungs 
and liver were excised, fixed in formalin and embedded in paraffin. Serial sections of the 
intestine and of lung and liver (0.3 mm apart) tissues were prepared and stained by H&E 
for histopathological evaluation. 
 
Plasmids and antibodies 
 Human HA-tagged MEK1 and MEK2 cDNA constructs were used as templates for 
in vitro mutagenesis to generate the constitutively activated MEK1(S218D/S222D) 
(MEK1DD) and MEK2(S222D/S226D) (MEK2DD) mutants as previously reported [90]. 
All mutations were confirmed by DNA sequencing. All MEK constructs were subcloned 
into pBabe-puro vector for infection of IEC-6 cells. 
 
 Commercial antibodies were from the following sources: Bcl-2, Mcl-1 and GAPDH 
(FL-335) antibodies from Santa-Cruz Biotechnology; smooth muscle α-actin (clone 1A4), 
total actin (clone AC40) and α-tubulin (clone DM1A) from Sigma ; MEK1 (clone 25), 
MEK2 (clone 96), fibronectin (Clone 10) and E-cadherin (clone 36 for 
immunofluorescence and clone 34 for immunoblotting) from Transduction Laboratories; 
pan-cytokeratin (clone B311.1) and MMP-13 from Calbiochem ; vimentin from Chemicon 
(for immunofluorescence) and NeoMarkers (Ab-2; for immunoblotting); phospho-MEK1/2, 
Bcl-xL and Bim from Cell Signaling Technology. 
 
Immunoblotting, protein kinase assays and immunofluorescence analysis 
 Cell lysis, immunoprecipitation and immunoblot analysis were performed as 
described previously [494]. The phosphotransferase activity of ectopically expressed 
MEK1 and MEK2 was assayed by measuring their ability to increase the myelin basic 
protein kinase activity of recombinant ERK2 in vitro as previously described  [495]. 
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Immunofluorescence staining was performed as described [496]. Cell samples were viewed 
by fluorescence microscopy on a Leica DM IRB microscope. 
 
Real-time quantitative PCR analysis 
 Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and was reversed 
transcribed and amplified using primers-probe set from Exiqon Universal ProbeLibrary. 
Real-time analysis of PCR product amplification was performed on the ABI PRISM 
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). The mouse ribosomal 18S 
gene was used as endogenous control. The relative level of target gene expression was 
quantified using the ΔΔCT method. 
 
Cell proliferation and transformation assays 
 Cell proliferation in vitro was measured by the colorimetric MTT assay. Briefly, 
exponentially growing cells were cultured in 24-well plates in complete DMEM medium. 
Cell proliferation was determined at 24 h intervals by replacing the culture medium with 
0.05 ml of MTT solution (1 mg/ml MTT). The cells were then incubated at 37°C for 1 h 
prior to addition of 100 μl of the solubilizer solution (DMSO with 2% (v/v) of glycine 0.1 
M, pH 11). The absorbance was determined at 550 nm with reference at 620 nm. 
 
 Anchorage independence growth was evaluated as originally described [497]. 
Briefly, cells (2.5 × 104) were resuspended in 2 ml of top agar (0.4% Noble agar (Difco) in 
DMEM, 10% calf serum, 2 mM glutamine, and antibiotics) and overlaid on a solid layer of 
5 ml of 0.7% agar in the same medium in 60-mm tissue culture plates. The cells were fed 
weekly with 1 ml of top agar in complete medium. The plates were examined for the 
presence of colonies after 21 days. 
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Migration and invasion assays 
 Cell migration and invasion were determined using a modified two-chamber 
migration assay. Membranes (8-μm pore size; Neuro Probe) were either coated with 50 
mg/ml collagen type I (migration assays) or with a layer of Matrigel extracellular matrix 
proteins (BD Bioscience) for invasion assays. The cells (5.5 × 104) were seeded in serum-
free medium in the upper chamber and allowed to migrate to the lower chamber containing 
10% fetal bovine serum as chemoattractant. After 6 h, the cells in the upper chamber were 
carefully removed using a wiper blade and the cells on the bottom side of the membrane 
were fixed and stained with Diff-Quick Stain Set (Fisher). The stained membrane was then 
digitally scanned and the density of cells was quantified using the NIH Image software. 
Essentially similar results were obtained when the stained cells were counted manually. 
 
Detachment-induced apoptosis assay 
 Tissue culture plates were coated twice with 5 mg/ml Poly-HEMA (Sigma), allowed 
to dry at room temperature and rinsed with PBS. IEC-6 cells were added to the coated 
plates in complete growth medium at a density of 4 × 104 cells/cm2 for the indicated times. 
The cells were then harvested, rinsed with PBS and counted. Apoptosis was measured on 
an aliquot of 104 cells using a cell death detection ELISA kit (Roche Diagnostics) 
according to the manufacturer's procedure. 
 
Gelatin and casein zymography assays of MMPs 
 Conditioned medium harvested from IEC-6 cells was mixed with 2× Laemmli's 
sample buffer and incubated on ice for 10 min. The samples were analyzed by 
electrophoresis on a 10% SDS-acrylamide gel containing 1 mg/ml gelatin (Sigma) or on a 
Novex 12% Zymogram (casein) Gel (Invitrogen). The gel was washed twice in 2.5% Triton 
X-100 for 30 min to remove all traces of SDS, and then incubated overnight at 37°C in 50 
mM Tris-HCl (pH 7.6), 10 mM CaCl2, 100 mM NaCl and 0.05% Brij35. Then, the gel was 
stained with 0.05% Coomassie, destained and dried. 
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shRNA lentiviral infections 
 The shRNA constructs for human MEK1 (MAP2K1) and MEK2 (MAP2K2) genes 
were purchased from Open Biosystems. These constructs from The RNAi Consortium 
(TRC) library consist of 21 base stem and 6 base loop hairpins cloned in pLKO1 lentiviral 
vector. The HIV packaging (pMDLg/p REE and pRSV-REV) and VSV-G (pMD2-VSVG) 
plasmids were kindly provided by D. Trono (École Polytechnique Fédérale de Lausanne). 
For lentivirus production, 2 × 106 293T cells were cultured overnight in T25 flasks and co-
transfected with 6 μg of plasmid vector, 1.5 μg of pMDLg/p REE, 3 μg of pMD2-VSVG 
and 1.5 μg of pRSV-REV using the calcium phosphate precipitation method. Viral 
supernatants were collected after 42 h. For infection of human carcinoma cell lines, cells 
were plated at a density of 1–4.5 × 106 cells per 10-cm Petri dish the day before, and were 
then incubated with viral supernatant in the presence of 4 μg/ml polybrene for 5 h. After 
infection, the cells were washed twice with PBS, and cultured for 72 h before harvesting. 
The yield of infection was estimated by parallel infection of the cells with a GFP-encoding 
lentiviral vector. A similar efficiency of transduction was obtained in the colorectal and 
breast cancer cell lines used in this study. 
 
Affymetrix GeneChip analysis 
 Total RNA was isolated from empty vector-, MEK1DD-, and MEK2DD-expressing 
IEC-6 cells (duplicate samples) using RNeasy RNA isolation kit (Qiagen). The quality of 
the RNA was assessed by determining the 260/280 nm absorbance ratios and by gel 
electrophoresis in agarose/formaldehyde gels. Reverse transcription, second-strand 
synthesis, and cRNA labeling were all performed using standard Affymetrix protocols. 
Biotinylated cRNAs were hybridized to rat Genome U34A GeneChips (Affymetrix) on an 
Affymetrix Fluidics Station at the McGill Genome Centre. After scanning of the gene 
chips, images were analyzed and the expression values were normalized using the 
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Affymetrix Microarray Analysis Suite (v5.0). The resulting expression values were 
analyzed using empirical Bayes methodology [498]. 
 
RESULTS 
 
Constitutive activation of MEK1 or MEK2 is sufficient for transformation of 
intestinal epithelial cells and formation of tumors in vivo 
 
 Immunohistochemistry analysis of a colorectal cancer tissue microarray containing 
over 400 colorectal cancer and 50 normal colon tissue biopsies revealed that 44% of 
colorectal cancers display high cytoplasmic expression of phosphorylated MEK1/MEK2 as 
compared to 10% of normal tissues (analysis to be published elsewhere). To assess the 
functional significance of MEK1/MEK2 activation in colorectal cancer, we ectopically 
expressed wild type and constitutively active (DD mutant) versions of MEK1 and MEK2 
by retroviral gene transfer in the normal undifferentiated intestinal epithelial cell line IEC-6 
[488]. Polyclonal populations of infected clones were selected in puromycin and used for 
subsequent experiments. Immunoblot analysis confirmed that ectopic MEK isoforms are 
expressed at comparable levels in IEC-6 transduced populations (Figure 4.1A). 
Overexpression of wild type MEK1 or MEK2 did not affect the expression of endogenous 
MEK isoforms. However, ectopic expression or MEK2DD slightly increased the steady-
state levels of endogenous MEK1, while overexpression of MEK1DD had a similar effect 
on MEK2 levels (Figure 4.1B). As expected, substitution of the activation loop Ser 
phosphorylation sites by Asp residues strongly potentiated the enzymatic activity of MEK1 
and MEK2, but no reproducible difference in activity was observed between the two 
isoforms (Figure 4.1 C). 
 
 IEC-6 cells grow as a monolayer and display a typical epithelial morphology with 
organized cell-cell adhesions (Figure 4.1D). Overexpression of wild type MEK isoforms 
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had no noticeable effect on the morphology of IEC-6 cells. In contrast, expression of 
activated MEK1 or MEK2 led to drastic morphological changes accompanied by loss of 
cell-cell contacts; the cells adopted a spindle-like fibroblast morphology, were more 
refractile and formed multilayers. These changes are characteristic of epithelial-
mesenchymal transitions (EMT) that play an important role in tumor progression [303]. To 
determine whether MEK1DD- and MEK2DD-expressing cells undergo an EMT, we 
examined the localization and measured the expression levels of various epithelial and 
mesenchymal markers. Parental and vector-infected IEC-6 cells showed a polarized 
basolateral membrane distribution of the epithelial marker E-cadherin, with basal 
expression of the fibroblast marker vimentin (Figure 4.1E). Ectopic expression of 
MEK1DD or MEK2DD resulted in the loss of E-cadherin staining at the plasma membrane 
(Figure 4.1E), concomitant with a marked reduction of E-cadherin protein and mRNA 
levels (Figure 4.1F and G). No significant change in the expression of keratins and no 
induction of the mesenchymal proteins vimentin and smooth muscle α-actin (we instead 
observed a decreased expression) were observed in these cells (Figure 4.1F). These results 
indicate that constitutive activation of MEK1 or MEK2, while disrupting normal epithelial 
morphology and polarization, is not sufficient to induce a full EMT in intestinal epithelial 
cells. This epithelial plasticity change has been referred to as scattering and is distinct from 
EMT [299]. 
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Figure 4.1 Expression of activated MEK1 or MEK2 morphologically transforms 
intestinal epithelial cells. IEC-6 cells were infected with retroviruses encoding the 
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indicated MEK constructs and populations of puromycine-resistant cells were selected for 
further analysis. (A) Expression of HA-tagged MEK1 and MEK2 was analyzed by 
immunoblotting with anti-HA antibody. (B) Expression of MEK1 and MEK2 was analyzed 
by immunoblotting with specific antibodies. (C) The ectopically expressed MEK proteins 
were immunoprecipitated with anti-HA antibody, and phosphotransferase activity was 
measured using an ERK2 reactivation assay. Results are representative of at least three 
independent experiments. (D) Morphology of exponentially proliferating IEC-6 cells stably 
expressing the indicated MEK constructs was examined by phase-contrast microscopy. (E) 
Immunofluorescence analysis of E-cadherin and vimentin expression. (F) Expression of E-
cadherin, cytokeratins, vimentin and smooth muscle α-actin was analyzed by 
immunoblotting in the indicated cell lines. α-Tubulin was used as loading control. (G) 
Quantitative PCR analysis of E-cadherin mRNA levels. Expression levels are expressed as 
fold-increase relative to vector-infected cells. 
 
 We examined whether constitutive activation of MEK1 or MEK2 was conferring 
some proliferation advantage to intestinal epithelial cells. Ectopic expression of either 
activated MEK1 or MEK2 significantly increased the proliferation rate of IEC-6 cells 
grown in 10% serum containing-medium when compared to vector-infected cells or cells 
overexpressing wild type MEK isoforms (Figure 4.2A). This increase in proliferation was 
not observed in low serum (2%) containing-medium (data not shown). Both activated 
MEK1 and MEK2 conferred anchorage-independence growth to IEC-6 cells (Figure 4.2B). 
To test the tumorigenic potential of IEC-6 transduced cell populations in vivo, the cells 
were injected subcutaneously into athymic mice. Cells infected with vector or wild type 
MEK isoforms never formed any tumor (Figure 4.2C). In contrast, both MEK1DD- and 
MEK2DD-expressing cells generated rapidly growing tumors in all injected mice. Injection 
of as low as 3 × 104 cells produced tumors of ~1,000 mm3 after 2 weeks. No major 
difference was observed in the growth rate of tumors expressing activated MEK1 or MEK2 
(Figure 4.2D).  
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 To analyze the impact of active MEK isoforms on tumorigenesis in a more 
pathologically relevant model, IEC-6 transduced cells were orthotopically transplanted into 
the caecum of athymic mice. This model more closely recapitulates human colorectal 
cancer progression, in particular the spontaneous metastatic process that is highly 
dependent on the host environment [499]. Strikingly, 100% of the mice transplanted with 
105 IEC-6 cells expressing either MEK1DD or MEK2DD developed massive intestinal 
tumors, while the control group remained tumor-free (Figure 4.2.C and E). The mice were 
sacrificed when they became moribund or presented symptoms of weight loss, respiratory 
distress, or a palpable abdominal mass. Microscopic examination of the tumors revealed a 
poorly differentiated morphology with occasional signet-ring cells (inset) corresponding to 
a high-grade adenocarcinoma (Figure 4.2E). The tumors are invasive and diffusely infiltrate 
the lamina propria and the underlying muscular layers (muscularis propria and muscularis 
mucosae). Together, these data demonstrate that constitutive activation of MEK1 or MEK2 
is sufficient to transform intestinal epithelial cells and induce the formation of invasive 
colon adenocarcinomas. 
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Figure 4.2 Expression of activated MEK1 or MEK2 enhances the proliferation of 
IEC-6 cells and induces the formation of intestinal tumors. (A) IEC-6 cells infected 
with the indicated constructs were plated in triplicate wells of 24-well plates in complete 
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medium containing 10% serum. Cell proliferation was measured each day using the MTT 
assay. (B) Anchorage-independent proliferation was assayed by measuring the formation of 
cell colonies in soft agar. Results indicate the number of colonies after 21 days and are 
representative of 3 independent experiments. (C) IEC-6 cell populations expressing the 
indicated MEK constructs were either injected subcutaneously (subcutaneous tumors) into 
the flanks of athymic mice or orthotopically transplanted into the cecal wall (cecal tumors) 
of the mice as described in Methods. The mice were monitored for tumor development. (D) 
Growth rate of subcutaneous tumors. Values represent the average volume +/- SEM of 8 
tumors (4 mice). Data are representative of 3 independent experiments. (E) Representative 
pictures of intestinal tumors generated by orthotopic implantation of MEK1DD- or 
MEK2DD-expressing IEC-6 cells in the ceacum. N, normal mucosa; T, tumor. Note the 
poorly differentiated morphology of tumor cells typical of high-grade adenocarcinomas. 
Inset, signet-ring cells 
 
Constitutive activation of MEK1 or MEK2 confers metastatic properties to 
transformed intestinal epithelial cells 
 
 Activation of the ERK1/2 MAP kinase pathway has been implicated in the 
regulation of cell motility and invasion [318]. Notably, treatment of colon carcinoma cells 
with the MEK1/2 inhibitor PD184352 was shown to inhibit HGF-induced cell scattering 
and to reduce their invasive properties [319]. We examined the impact of MEK1 or MEK2 
activation on the motility of IEC-6 cells using two different cell migration assays. No 
difference in the migration rate of the different IEC-6 transduced populations was observed 
in a standard chemotaxis assay with serum as chemoattractant (Figure 4.3A). Similar results 
were obtained using a wound-healing assay (data not shown). We next analyzed the ability 
of the cells to migrate through a Matrigel-coated membrane as a reflection of their invasive 
properties. Ectopic expression of activated MEK1 or MEK2 significantly enhanced the 
invasive capacity of IEC-6 cells, while the wild type MEK isoforms had no effect (Figure 
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4.3B). Interestingly, the MEK2DD-transduced cells appeared more invasive than cells 
expressing MEK1DD in this assay. 
 
 The invasive properties of the cells in vitro and the histology of the intestinal tumors 
suggest that MEK1DD- and MEK2DD-expressing IEC-6 cells may have metastatic 
properties in vivo. Detailed histological examination of a subset of mice that develop 
orthotopic tumors revealed the presence of metastasis in the lymph nodes, the lungs and the 
liver in both the MEK1DD and MEK2DD groups (Figure 4.3 C and D). These observations 
indicate that constitutive activation of either MEK1 or MEK2 is sufficient to confer a 
metastatic phenotype to intestinal tumor cells. The acquisition of invasiveness does not 
result from changes in cellular motility. 
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Figure 4.3 Constitutive activation of MEK1 or MEK2 promotes tumor metastasis to 
the liver and lung. (A) Motility of IEC-6 cell populations was assayed by measuring their 
migration through porous membranes coated with collagen type I in modified Boyden 
chambers. Cells on the bottom side of the membrane were fixed and stained. (B) 
Invasiveness of IEC-6 cell populations was assayed as in A except that membranes were 
coated with a layer of Matrigel extracellular matrix proteins. Results are expressed as fold-
increase relative to vector-infected cells. (C) Incidence of metastasis following orthotopic 
transplantation of IEC-6 cell populations in the caecum of mice. (D) Representative 
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pictures of lung metastases derived from intestinal tumors expressing activated MEK1 or 
MEK2. 
 
 
 To identify downstream targets of MEK1/MEK2 involved in intestinal tumor 
progression, we analyzed the transcriptional profile of MEK1DD- and MEK2DD-
expressing IEC-6 cells using Affymetrix GeneChip arrays. Analysis of the gene expression 
data identified several genes that were up-regulated or down-regulated in MEK1DD- and 
MEK2DD-expressing cells as compared to control IEC-6 cells (Table II and III). The list of 
modulated genes included growth factors, signaling molecules, drug metabolism enzymes 
and, interestingly, several proteases. The matrix metalloproteinases (MMPs) MMP-3 and 
MMP-13 were up-regulated in both MEK1DD- and MEK2DD-expressing cells, while up-
regulation of MMP-10 reached significance only in MEK2DD cells. Expression of the 
urokinase receptor was also up-regulated in IEC-6 cells expressing activated MEK2. 
Because of the importance of MMPs and urokinase receptor in tumor progression [323, 
500], we further validated the regulation of these genes by MEK1 and MEK2 signaling to 
confirm the data from the arrays. No expression or activity of MMPs could be detected in 
empty vector-infected IEC-6 cells. However, activation of either MEK1 or MEK2 
markedly up-regulated the expression of MMP-13 protein (Figure 4.4A). Notably, higher 
levels of MMP-13 protein were detected in IEC-6 cells expressing the activated MEK2 
isoform. The expression of MMP-3/10 was analyzed by measuring their activity by 
zymography in casein-containing gels. Again, we observed that MEK2DD increased MMP-
3/10 enzymatic activity more robustly than MEK1DD (Figure 4.4A). Quantitative PCR 
analysis confirmed that constitutive activation of MEK1 or MEK2 induces the expression 
of urokinase receptor mRNA (Figure 4.4B). As observed for the MMPs, the extent of 
induction of the urokinase receptor gene was higher in MEK2DD-expressing cells. 
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Table II. List of up-regulated and down-regulated genes in IEC-6 cells expressing 
MEK1DD 
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Table III. List of up-regulated and down-regulated genes in IEC-6 cells expressing 
MEK2DD. 
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Figure 4.4 Expression of proteases in IEC-6 cell populations transduced with 
activated MEK isoforms. (A) Expression of MMP-13 was analyzed by immunoblotting. 
Induction of MMP activity was analyzed by zymography on acrylamide gels co-
polymerized with casein (MMP-3/10) or gelatin (MMP-2 and MMP-9) substrates. 
Photographs of the gels are shown. (B) Quantitative PCR analysis of urokinase receptor 
mRNA levels. Expression levels are expressed as fold-increase relative to vector-infected 
cells. 
 
 In a previous study, Komatsu et al. [321] have used oligonucleotide microarrays to 
analyze the gene expression profile of intestinal epithelial cells expressing a conditional 
allele of activated MEK1. We have compared the results of our transcriptional profiling 
analysis with this study. Of the 69 gene transcripts that showed altered expression in the 
study of Komatsu, 18 (26%) were found to be modulated in IEC-6 cells expressing 
constitutively active MEK1 or MEK2. Importantly, the two studies converge on a series of 
genes involved in cell proliferation, cell invasion, tumor suppression and drug metabolism. 
 
Constitutive activation of MEK1 or MEK2 protects intestinal epithelial cells against 
anoikis 
 
 Epithelial cancer progression and metastasis is associated with the acquisition of 
resistance to anoikis [501]. To further explore the mechanism by which MEK1 and MEK2 
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promote tumor metastasis, we asked whether activated MEK isoforms protect intestinal 
epithelial cells from cell death induced by loss of adhesion. IEC-6-transduced populations 
were placed on poly-HEMA-coated plates in normal growth medium and the extent of 
apoptosis was measured at different times by TUNEL. Detachment from matrix induced 
high levels of apoptosis of control IEC-6 cells, which was already detectable at 6 h and 
increased up to 24 h (Figure 4.5A). Strikingly, expression of either MEK1DD or MEK2DD 
almost completely protected IEC-6 cells from undergoing anoikis. 
 
 As a step to understand the molecular mechanism by which activated MEK 
isoforms suppress anoikis, we monitored the expression of Bcl-2 anti-apoptotic and pro-
apoptotic family proteins. Constitutive activation of MEK1 or MEK2 resulted in the up-
regulation of the pro-survival proteins Mcl-1, Bcl-2 and, to a lesser extent, Bcl-xL in IEC-6 
cells (Figure 4.5B). Our results confirm and extend previous observations [502, 503] by 
demonstrating that both MEK1 and MEK2 isoforms share the property to induce the 
accumulation of Bcl-2 family pro-survival members. Reciprocally, induction of the BH3-
only pro-apoptotic protein Bim was completely suppressed in cells expressing MEK1DD or 
MEK2DD (Figure 4.5C). This finding is consistent with previous reports documenting the 
role of the ERK1/2 MAP kinase pathway in promoting the degradation of Bim [352, 504]. 
MEK1 or MEK2 activation had no significant effect on the expression of the pro-apoptotic 
proteins Bax and Bak in these cells (data not shown). 
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Figure 4.5 Constitutive activation of MEK1 or MEK2 confers intestinal epithelial cells 
resistance to anoikis. (A) IEC-6 cell populations infected with vector alone or activated 
MEK1 or MEK2 were cultured in suspension on poly-HEMA-coated plates for the 
indicated times. Apoptosis was evaluated by TUNEL assay. (B and C) Expression of Bcl-2 
anti-apoptotic (B) and pro-apoptotic (C) family proteins was analyzed by immunoblotting 
in cell extracts from IEC-6 cell populations described in A. Total actin was used as loading 
control. 
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Silencing of MEK2 expression markedly inhibits the proliferation of human colon 
cancer cells 
 
 The results presented above clearly demonstrate that constitutive activation of either 
MEK isoform, MEK1 or MEK2, is sufficient to fully transform intestinal epithelial cells to 
the metastatic stage. We next wanted to determine if human colon cancer cells depend on 
the activity of MEK isoforms for cell proliferation. Several human colon carcinoma cell 
lines display constitutive phosphorylation of ERK1/ERK2 MAP kinases [20], likely 
resulting from activation of MEK1/MEK2. The HCT116 cell line, which represents one of 
the best studied model of colorectal cancer cells, display constitutive activation of the two 
MEK isoforms (Figure 4.6A). To assess the individual roles of MEK1 and MEK2, we 
expressed short-hairpin (sh) RNAs specifically targeting MEK1 or MEK2 gene in HCT116 
cells using VSV-pseudotyped lentiviral vectors. We tested the effect of 5 distinct shRNAs 
for MEK1 and 3 shRNAs for MEK2, using as control a GFP-encoding vector. We selected 
the two most efficient shRNAs to MEK1 and MEK2 genes (Figure S4.3). A non-silencing 
inactive MEK1 shRNA was used as additional negative control in these experiments. The 
efficiency of transduction estimated by GFP immunofluorescence was over 90%, and 
therefore the experiments were performed without cellular selection. As shown by 
immunoblot analysis, lentivirus-mediated delivery of MEK1 shRNAs resulted in complete 
silencing of MEK1 expression with no effect on MEK2, whereas the two MEK2 shRNAs 
markedly knocked-down MEK2 expression without affecting MEK1 isoform (Figure 
4.6B). We then analyzed the functional consequence of MEK1 or MEK2 silencing on the 
proliferation rate of the cells. Strikingly, lowering of MEK2 expression with the two 
shRNAs completely suppressed the proliferation of HCT116 cells, whereas MEK1 shRNAs 
exerted a significant but much weaker effect (Figure 4.6B). The extent of inhibition 
observed with MEK2 shRNAs was similar to that obtained by treating cells with the non-
selective MEK1/2 inhibitor U0126. We also showed that silencing of MEK1 or MEK2 
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expression significantly reduces the extent of ERK1 and ERK2 activating phosphorylation 
(Figure 4.7). 
                                              
Figure S4.3. HCT116 cells were infected with lentiviruses encoding shRNAs to MEK1 
or MEK2 gene. Expression of MEK isoforms was analyzed by immunoblotting 5 days 
after infection 
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Figure 4.6 Impact of MEK1 or MEK2 silencing on the proliferation of human colon 
carcinoma cell lines. (A) Immunoblot analysis of MEK1, MEK2 and phospho-MEK1/2 
expression in the human colon carcinoma cell lines HCT116, HT-29 and SW480, and in the 
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breast adenocarcinoma line MDA-MB-231. Lysates were prepared from cells deprived of 
serum for 24 h (c), restimulated with serum for 5 min (+), or proliferating exponentially 
(exp). (B to D) HCT116 (B), SW480 (C) and HT-29 (D) cells were infected with MEK1 or 
MEK2 shRNA-encoding lentiviruses. A non-silencing inactive MEK1 shRNA (NS) was 
used as negative control. The cells were replated 72 h (day 0) after infection to monitor the 
expression of MEK1 and MEK2 and to measure the rate of cell proliferation. Expression of 
MEK isoforms was analyzed by immunoblotting at day (D) 1, 3 and 5 (left). Cell 
proliferation was measured each day using the MTT assay (right). For experiments with 
small-molecule MEK1/2 inhibitor, the cells were treated with 10 μM U0126 added at 48 h 
intervals. 
                             
 
Figure 4.7 Silencing of MEK1 or MEK2 expression restrains activating 
phosphorylation of the MAP kinases ERK1/ERK2. HCT116 cells were infected with 
lentiviruses encoding shRNAs to MEK1 or MEK2 gene. The expression of MEK1/MEK2, 
ERK1/ERK2 and phospho-ERK1/2 was measured by immunoblotting at day 1 as described 
in the legend of Figure 6. NS, non-silencing inactive MEK1 shRNA. 
 
 To verify whether this differential contribution of MEK isoforms could be 
generalized to other colorectal cancer cells, we examined the impact of MEK1 or MEK2 
silencing on the proliferation of two other human colon cancer cell lines. We specifically 
chose the human colon carcinoma cell lines SW480 (which harbors a KRAS mutation like 
HCT116) and HT-29 (harboring a BRAF mutation). SW480 cells display a comparable 
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expression pattern of MEK1 and MEK2 proteins as HCT116 cells (Figure 4.6A). Similar to 
HCT116 cells, knock-down of MEK2 expression dramatically suppressed the proliferation 
of SW480 cells, whereas MEK1 silencing induced a significant but much lower decrease of 
cell proliferation (Figure 4.6C). Similar results were obtained in HT-29 cells, except that 
the inhibitory effect of MEK1 shRNAs on proliferation was quantitatively more important 
than on HCT116 and SW480 cells (Figure 4.6D). This observation could be explained by 
the much higher expression of MEK1 in the HT-29 cell line as compared to HCT116 or 
SW480 cells (Figure 4.6A), which may have a more important contribution to total 
MEK1/2 signaling. However, the single inactivation of MEK2 was still capable of 
abolishing the proliferation of HT-29 cells even in the presence of high MEK1 levels. For 
all colorectal cancer cell lines tested, the inhibition of proliferation seen with MEK2 
shRNAs was comparable to that achieved with the MEK1/2 inhibitor U0126. 
 
 To further extend our investigation to non-colorectal carcinomas, we tested the 
effect of MEK1 and MEK2 shRNAs on the human breast adenocarcinoma cell line MDA-
MB-231, which exhibit strong constitutive activation of MEK1/MEK2 signaling (Figure 
4.6A). Interestingly, the MEK2 shRNA-06 completely inhibited the proliferation of MDA-
MB-231 cells to the same extent as the drug inhibitor U0126 (Figure 4.S4). The other 
MEK2 shRNA-08 also markedly but not completely inhibited cell proliferation, consistent 
with its lower silencing activity in these cells. Expression of MEK1 shRNAs suppressed 
cell proliferation by approximately 50%. 
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Figure 4.S4. Impact of MEK1 or MEK2 silencing on the proliferation of a breast 
carcinoma cell line. MDA-MB-231 cells were infected with MEK1 or MEK2 shRNA-
encoding lentiviruses or treated with the MEK1/2 inhibitor U0126. Expression of MEK 
isoforms and cell proliferation were measured as described in the legend of Figure 6.  
 
DISCUSSION 
 
 The ERK1/2 MAP kinase signaling pathway plays a central role in cell proliferation 
control. Activation of ERK1/ERK2 is essential for G1 to S phase progression and is 
associated with induction of cyclin Ds and inhibition of anti-proliferative genes [230]. 
Studies in various experimental models have also implicated the Raf-MEK1/2-ERK1/2 
pathway in the control of cell survival [505]. Consistent with a role in cell cycle and 
survival signaling, there is growing evidence that activation of the ERK1/2 pathway is 
involved in the pathogenesis of human cancer (see Introduction). Specifically, several 
observations point towards a role of this pathway in colorectal cancer [475]. First, the EGF 
receptor, a known activator of the ERK1/2 pathway, is expressed in more than 70% of 
colorectal cancers [469]; treatment with the EGF receptor monoclonal antibody cetuximab 
improves overall survival in patients with colorectal cancer [506]. Second, KRAS and 
BRAF genes are mutated in approximately 50% of colorectal cancers [1]. Third, activating 
phosphorylation of ERK1/ERK2 MAP kinases is frequently observed in human colorectal 
cancer cell lines and tumor specimens. Finally, treatment with synthetic MEK1/2 inhibitors 
markedly attenuates the proliferation of colon carcinoma cells in vitro and in mouse 
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xenografts [319]. Despite such evidence, several important questions about the contribution 
of the ERK1/2 MAP kinase pathway to the initiation and progression of colorectal cancer 
remain unanswered. 
 
 In this study, we show that constitutive activation of MEK1 or MEK2 isoform, as 
observed in 44% of colorectal cancers, is sufficient to fully transform normal intestinal 
epithelial cells and that maintenance of MEK1/MEK2 activity is necessary to sustain the 
proliferation of human colon carcinoma cells. This is the first report to compare the ability 
of the two MEK isoforms to transform epithelial cells. Previous studies have shown that 
activated MEK1 can transform immortalized fibroblasts [165, 275] as well as epithelial 
cells [277, 507, 508]. Intriguingly, it was also reported that activated Ras, but not Raf-1, 
causes transformation of mammary and intestinal epithelial cells, suggesting that signaling 
events other than activation of MEK1/2 are essential for oncogenic Ras transformation 
[509]. Here, we clearly establish that expression of activated MEK1 is sufficient to 
morphologically transform intestinal epithelial cells, accelerate cell proliferation, and 
induce the rapid formation of aggressive tumors after orthotopic transplantation. Moreover, 
we reveal for the first time that the MEK2 isoform has similar transforming properties and 
is able to induce the formation of tumors in mice. This knowledge is important since both 
MEK1 and MEK2 are expressed in intestinal epithelial cells and immunohistochemistry 
analysis with phospho-specific MEK1/2 antibodies does not allow to discriminate between 
the two isoforms. Immunoblot analysis under electrophoresis conditions that partially 
resolve the two isoforms indicates that both MEK1 and MEK2 are phosphorylated in 
human colon carcinoma cell lines (Figure 4.6A).  
 
 The signaling pathways underlying the progression of colorectal cancer to advanced 
metastatic disease are poorly understood. The development of metastatic tumors is a 
complex process that consists of a series of cellular events that move neoplastic cells from 
the primary tumor to a distant location [297]. Cancer cells must detach from the tumor and 
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invade the surrounding tissue, degrade the basement membrane, disseminate and survive 
into the circulation systems, extravasate into a new tissue, and colonize their new 
microenvironment. During this process, tumor cells have to face different kinds of stress. 
Recent studies have suggested that Ras signaling may contribute to metastasis formation in 
colorectal cancer [510], although the downstream effector pathways involved remain 
unclear. Here, we show that expression of activated MEK1 or MEK2 not only induces the 
formation of intestinal tumors but also promotes later stages of tumor progression and 
metastasis to distant organs. To address the impact of MEK1/MEK2 signaling on tumor 
progression, we have used an orthotopic implantation model that provides a more accurate 
picture of the metastatic process [511]. A large proportion of the tumors expressing 
activated MEK1 or MEK2 metastasized to the liver and lung, the two most common sites 
of human colorectal cancer metastasis, thereby validating the pathological relevance of our 
model. The ability of activated MEK1- or MEK2-expressing tumor cells to colonize distant 
organs was associated with increased invasiveness, secretion of matrix proteases and 
resistance to anoikis. Interestingly, an early study reported that the enzymatic activity of 
ERK1/ERK2 is markedly up-regulated during late progression of carcinogen-induced colon 
carcinomas [512]. Together, these observations strengthen the idea that ERK1/2 MAP 
kinase signaling plays a critical role in colorectal cancer progression [475]. 
 
 An important finding of this study is the observation that MEK1 and MEK2 may 
contribute differentially to the pathogenesis of colorectal cancer. While activation of a 
single MEK isoform was shown to be sufficient for full neoplastic transformation of 
intestinal epithelial cells, we observed that MEK2DD-expressing cells display a slightly 
more transformed morphology and are more invasive than cells expressing MEK1DD in 
vitro. This was associated with a more prominent down-regulation of E-cadherin and a 
stronger up-regulation of MMPs and urokinase receptor. The physiopathological relevance 
of these in vitro properties is unclear, however, since no difference in the metastatic 
behavior of the cells was observed upon orthotopic transplantation in mice. The simplest 
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explanation for this apparent discrepancy is that in vitro invasiveness assays do not 
replicate the complex and multistage process of tumor metastasis in vivo. Most 
importantly, we found that silencing of MEK2 expression (even if not total) completely 
suppressed the proliferation of human colon carcinoma cell lines, whereas complete knock-
down of MEK1 had a much weaker effect. The extent of inhibition observed with MEK2 
shRNAs was comparable to that obtained with the non-selective MEK1/2 inhibitor U0126. 
This differential impact of MEK1 and MEK2 on cell proliferation was observed in three 
different colon carcinoma cell lines (bearing activating mutations in either KRAS or 
BRAF), as well as in the breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231. The molecular 
basis for these differences remains to be established. One possibility is that MEK2 is 
expressed at higher levels than MEK1 in colon cancer cells. However, immunoblot analysis 
clearly indicates that HT-29 cells express more phosphorylated MEK1 (lower band in upper 
panel of Figure 4.6A) than MEK2, arguing that quantitative difference in expression levels 
does not explain everything. Our results rather suggest that the two MEK isoforms may be 
differentially regulated or may target distinct effector pathways in certain cellular and/or 
genetic contexts. 
 
Conclusion 
 
 In conclusion, we demonstrate that the two MAP kinase kinase isoforms MEK1 and 
MEK2 have similar transforming properties and that activation of either isoform is 
sufficient for full transformation of intestinal epithelial cells up to the metastatic stage. 
Interestingly, our results indicate that MEK2 plays a more important role than MEK1 in 
sustaining the proliferation of human colorectal cancer cells, suggesting that the two MEK 
isoforms may contribute differentially to tumor pathogenesis in certain contexts. 
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Chapitre 5: 
Implication de la localisation nucléaire de MEK1/2 
activées dans la tumorigénèse colorectale 
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5.1 Mise en situation et objectif 
 
 Les analyses par TMA des tumeurs colorectales humaines avaient démontré que 
MEK1/2 phosphorylés étaient anormalement localisées dans le noyau dans 79% des 
tumeurs colorectales, par rapport à 4% pour les tissus normaux. L'objectif de l'étude était 
donc d'évaluer l'impact de cette localisation aberrante de MEK1/2 activés dans l’initiation 
et la progression du cancer colorectal, ainsi que de déterminer les mécanismes associés à 
cette localisation erronée de MEK1/2. 
 
5.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai effectué plus de 95% des expériences et analyses présentées dans cet article. J'ai 
écrit entièrement le texte et conçu toutes les figures. Seul les marquages 
immunohistochimiques, les analyses des TMAs de tumeurs humaines ainsi que les 
karyotypages ont été effectués par les co-auteurs. 
 
5.3 Résumé 
 
 La voie de Ras/Raf/MEK/ERK1/2 est fréquemment hyperactivée dans les cancers et 
des mutations activatrices de KRAS et BRAF sont observées dans 30% à 50% des adénomes 
colorectaux. Bien que la voie de MEK/ERK1/2 soit souvent dérégulée dans les tumeurs 
solides et les leucémies, des mutations activatrices de ces gènes sont rares. À la suite d’une 
analyse extensive de tumeurs colorectales humaines, nous avons observé que 79% de 
celles-ci arboraient un marquage nucléaire de MEK1/2 phosphorylées, contre 4 % pour les 
tissus normaux. L'impact de cette localisation aberrante est inconnu. 
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 L'expression ectopique d'un mutant nucléaire de MEK1 transforme drastiquement 
les cellules. Une augmentation de la prolifération, un dérèglement du cycle cellulaire, de 
l'instabilité chromosomique et de la tétraploïdie sont observés. Il est intéressant de noter 
que l'augmentation de la localisation nucléaire de phospho-MEK1/2 est significativement 
corrélée avec le grade des tumeurs colorectales humaines. Nous avons également observé 
que l'expression d'une forme oncogénique de Ras (H-RasV12) inhibe l'expression de Sef, un 
régulateur spatial de MEK/ERK1/2, qui permet leur ancrage dans le cytoplasme. De même, 
l'accumulation de MEK1/2 phosphorylés dans le noyau est inversement corrélée avec le 
niveau d'expression de Sef. Plus encore, la réexpression de Sef dans les cellules exprimant 
Ras oncogénique est suffisante pour restaurer la localisation cytoplasmique de MEK1/2 
activées et de renverser l'instabilité chromosomiques et la tumorigénèses induites par Ras 
actif.  
 
 En conclusion, nos résultats suggèrent que la perte de Sef est un événement 
oncogénique précoce qui contribue à la localisation nucléaire aberrante de MEK1/2 
activées, permettant ainsi l'émergence de la transformation oncogénique, l'instabilité 
génétique et la progression tumorale, via une signalisation soutenue de ERK1/2. 
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5.4 Article 3 
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ABSTRACT 
 
 The Ras-dependent Raf/MEK/ERK1/2 signaling pathway is frequently 
hyperactivated in human cancer as a result of receptor tyrosine kinase overexpression or 
gain-of-function mutations in RAS or RAF genes. How dysregulation of this pathway 
contributes to tumor progression is not well understood. We report here that phosphorylated 
MEK1/2 are aberrantly localized to the nucleus in primary colorectal tumors and in human 
colon cancer cell lines. We further show that oncogenic activation of Ras is sufficient to 
induce the nuclear accumulation of phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2 in intestinal 
epithelial cells. To evaluate the biological impact of the mislocalization of MEK1/2, we 
have forced the localization of MEK1 in the nucleus of epithelial and fibroblast cells. 
Consistent with the importance of spatial control, we found that sustained nuclear MEK1 
signaling leads to hyperactivation of ERK1/2 and to enhanced cell proliferation, 
polyploidization and tumorigenesis. Importantly, we show that oncogenic Ras 
downregulates the spatial regulator Sef, concomitant to nuclear accumulation of activated 
MEK1/2. Reexpression of Sef is sufficient to restore the normal localization of MEK1/2 
and to revert the cell cycle defects and tumorigenesis induced by oncogenic Ras. Our 
results suggest that loss of Sef is an early oncogenic event that contributes to genetic 
instability and tumor progression by sustaining nuclear ERK1/2 signaling. 
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INTRODUCTION 
 
 The Ras-dependent Raf/MEK/ERK1/2 mitogen-activated protein (MAP) kinase 
signaling pathway is a key regulator of mammalian cell proliferation. Studies by various 
groups have demonstrated the absolute requirement for ERK1/2 signaling in promoting the 
progression of cells from G0/G1 to S phase [230, 513]. Activation of ERK1/2 MAP kinases 
is associated with the stabilization of c-Myc, the induction of cyclin Ds and the down-
regulation of anti-proliferative genes throughout G1 phase [102, 213, 219, 514]. ERK1/2 
signaling also promotes cell survival in certain cellular contexts [351]. 
 
 The ERK1/2 pathway is activated in response to a wide array of mitogenic factors 
and cytokines. Typically, ligand binding to growth factor receptors leads to the activation 
of the small GTPase Ras, which allows the recruitment of Raf to the membrane and 
mediates the sequential phosphorylation and activation of Raf, MEK1/MEK2 and 
ERK1/ERK2 protein kinases [271]. Importantly, the activity of the pathway is modulated 
by a complex network of regulatory binding proteins and scaffolds, which control the 
magnitude, duration and compartmentalization of the signal [164, 168, 271, 515]. The 
nature of the signaling output, in turn, dictates the outcome of the cellular response. Thus, 
early studies have revealed that sustained activation of ERK1/2 in G1 phase is required for 
successful S phase entry [516]. Later work indicated that continuous ERK1/2 signaling is 
associated with the induction of cyclin D1 mRNA and the downregulation of 
antiproliferative genes such as Tob1 [219, 517]. The spatial distribution of ERK1/2 also 
impacts cell proliferation control. In quiescent cells, ERK1/2 are maintained in the 
cytoplasm through their interaction with MEK1/2, which contain an active nuclear export 
signal (NES) [28]. Upon mitogenic stimulation, ERK1/2 dissociate from MEK1/2 and 
translocate into the nucleus where they phosphorylate nuclear substrates. ERK1/2 also 
associate to other compartment-specific proteins that regulate their subcellular distribution. 
Among the best-characterized is the death effector domain-containing protein PEA-15 
[173], which promotes the cytoplasmic localization of ERK1/2. Sequestration of ERK1/2 in 
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the cytoplasm by overexpression of PEA-15 or a catalytically inactive form of MAP kinase 
phosphatase 3 impairs nuclear Elk1-dependent transcription and inhibits mitogen-
stimulated DNA synthesis [173, 518]. Reciprocally, genetic depletion of PEA-15 results in 
increased ERK1/2 nuclear localization and S phase entry in astrocytes [173].  
 
 Dysregulation of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 pathway is a common event in human 
cancer. Activating mutations in RAS and RAF genes are found in ~ 30% and 20% of 
tumors, respectively [273]. Although mutations in MEK1/MEK2 genes are infrequent [32], 
numerous studies have documented the hyperactivation of MEK1/2 and ERK1/2 in tumors 
[31]. Carcinogenesis and mouse genetic studies support the view that oncogenic Ras or Raf 
expression is sufficient to initiate tumor formation in certain tissues, but that additional loss 
of tumor suppressor genes is required for progression of the tumor to advanced stages [1, 
481, 519, 520]. In the multistep process of colorectal carcinogenesis, activating mutations 
of KRAS are acquired at the very early pre-malignant stage, consistent with a role in tumour 
initiation and/or progression [474]. There is also evidence that activated Ras contributes 
directly to cancer progression by promoting genomic instability [521, 522]. How the 
ERK1/2 MAP kinase pathway contributes to tumor initiation and progression remains 
unclear. 
 
 In this study, we found that activated MEK1/2 aberrantly localize to the nucleus in a 
high percentage of primary colorectal tumors and in colon cancer cell lines. The nuclear 
accumulation of MEK1/2 is associated with the oncogene-dependent downregulation of the 
spatial regulator Sef (similar expression to fgf genes). To evaluate the biological impact of 
this mislocalization, we have forced the localization of MEK1 in the nucleus of 
untransformed epithelial and fibroblast cells. We show that sustained nuclear localization of 
MEK1 is sufficient to induce polyploidization and full neoplastic transformation of cells. 
Our results suggest a potential mechanism by which early oncogenic activation of Ras may 
contribute to the acquisition of chromosomal instability (CIN) and tumor progression. 
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RESULTS 
 
Aberrant Nuclear Localization of Phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2 in Colorectal 
Cancer  
 
 To assess the clinical significance of the ERK1/2 MAP kinase pathway in colorectal 
cancer, we analyzed the activation status of MEK1/2 (as monitored by activating loop 
phosphorylation) by immunohistochemistry in a large colorectal cancer tissue microarray 
(TMA). We found that 44% of primary colorectal tumors display high levels of cytoplasmic 
phospho-MEK1/2 staining as compared to 10% of normal tissues (Figure 5.1A). 
Surprisingly, detailed analysis also revealed that 79% of colorectal cancers exhibit aberrant 
phospho-MEK1/2 staining in the nucleus, compared to only 4% of normal colon tissue 
(Figure 5.1B). MEK1/2 are known to shuttle into the nucleus, but are rapidly exported to 
the cytoplasm by their strong NES, resulting in their nearly exclusive cytoplasmic 
localization [30, 127, 523]. The role of MEK1/2 nuclear translocation has remained elusive. 
 
 To further document this observation, we examined the subcellular localization of 
phosphorylated MEK1/2 in a series of human colon carcinoma cell lines and in normal 
human intestinal epithelial cells (HIEC). As previously reported [278, 524], the three colon 
cancer lines display constitutive activation of MEK1/2 and ERK1/2 as a result of activating 
mutations in KRAS (HCT116 and SW480) or BRAF (COLO 205) genes (Figure 5.1C). 
Phospho-MEK1/2 staining was detected almost exclusively in the cytoplasm of HIEC. In 
sharp contrast, nuclear localization of activated MEK1/2 was observed in 65 to 90% of the 
cells in tumor cell cultures (Figure 5.1D). Analysis of total MEK1 localization also 
revealed that the protein is excluded from the nuclear compartment of HIEC, but readily 
accumulates in the nucleus of a significant fraction (16 to 18%) of colon cancer cells 
(Figure 5.1D). Importantly, the subcellular localization of ERK1/2 essentially mirrored that 
of MEK1/2. Thus, activation loop phosphorylated ERK1/2 were confined to the cytoplasm 
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of HIEC, but accumulated in the nucleus of a majority of cells (76-83%) in the tested colon 
carcinoma cell lines (Figure 5.1E). 
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Figure 5.1. Phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2 aberrantly localize to the nucleus in 
human colorectal cancer cells. (A) TMA analysis of cytoplasmic phospho-MEK1/2 
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(pMEK1/2) expression in clinical samples of normal  (n=50) and colorectal cancer (n=408) 
tissues. Bars indicate the percentage of samples and colors correspond to the intensity of 
staining. (B) Representative pictures of normal colon and colorectal cancer tissues stained 
for phospho-MEK1/2 expression. Bar graph indicates the percentage of samples displaying 
nuclear localization of pMEK1/2. Positive nuclear staining corresponds to at least 5% of 
nuclei of tumor cells showing intense staining. (C) Immunoblot analysis of pMEK1/2 and 
phospho-ERK1/2 (pERK1/2) expression in exponentially proliferating HIEC and colon 
cancer cell lines. (D) Immunofluorescence staining of HIEC and colon cancer cells for 
pMEK1/2 (green), MEK2 (red) and DNA (DAPI, blue). Magnification 100X. Bar, 20 μm. 
Quantification of pMEK1/2 nuclear localization is graphed as mean ± SEM (n=5). (E) 
Immunofluorescence staining for pERK1/2 (red), ERK1/2 (green) and DNA (DAPI, blue). 
Results are graphed as mean ± SEM (n=4). 
 
 To determine whether oncogenic activation of upstream regulators of the ERK1/2 
pathway is sufficient to induce the nuclear mislocalization of MEK1/2, we infected the 
untransformed rat intestinal epithelial cell line IEC-6 [525] with a retrovirus encoding H-
RasV12. As expected, expression of oncogenic Ras resulted in a marked increase in the 
activating phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2 (Figure 5.2A). Strikingly, 
hyperactivation of Ras induced the quantitative nuclear accumulation of phosphorylated 
MEK1/2 in 90% of IEC-6 cells, whereas infection with empty vector had no effect (Figure 
5.2B). Similar observations were made for phosphorylated ERK1/2 (Figure 5.2B). 
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Figure 5.2. Oncogenic Ras induces the nuclear accumulation of phosphorylated 
MEK1/2 and ERK1/2. (A) Immunoblot analysis of pMEK1/2 and pERK1/2 levels in 
proliferating IEC-6 cells infected with HA-tagged H-RasV12 or empty vector. (B) 
Immunofluorescence staining for pMEK1/2 (green), pERK1/2 (red) and DNA (DAPI, blue) 
in H-RasV12-expressing IEC-6 cells. Magnification 100X. Bar, 20 μm. Quantification of 
pMEK1/2 and pERK1/2 nuclear localization is presented as mean ± SEM (n=4). 
 
Nuclear Accumulation of Phosphorylated MEK1/2 Correlates with the Malignancy of 
Colon Tumors 
 
  To assess the clinical relevance of nuclear MEK1/2 in colorectal cancer progression, 
we measured the staining intensity and subcellular distribution of phospho-MEK1/2 in 
normal human colonic mucosa and in specimens of hyperplastic, pre-malignant and 
malignant lesions of the colon (Figure 5.3). Normal mucosa displayed only faint 
cytoplasmic staining of phospho-MEK1/2 with a few positive nuclei limited to the base of 
the crypts. In sharp contrast, hyperplastic and adenomatous polyps, villous adenomas and 
invasive carcinomas displayed a coarsely granular staining comprising up to 10% of the 
nuclei located both in the deep and superficial aspects of the lesions. The observation that 
nuclear staining of phosphorylated MEK1/2 is detected early in pre-malignant lesions and 
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correlates with the malignancy of the tumor suggests that mislocalization of MEK1/2 may 
contribute to the progression of colorectal cancer. 
  
            
Figure 5.3. Nuclear staining of phosphorylated MEK1/2 increases with tumor 
malignancy. Immunohistochemical analysis of phospho-MEK1/2 in normal human colonic 
mucosa and in hyperplastic, pre-malignant and malignant lesions of the colon. 
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Nuclear Accumulation of MEK1 is Sufficient to Induce Morphological Changes and 
Accelerate Cell Proliferation  
 
 To evaluate the biological impact of the aberrant nuclear localization of MEK1/2, 
we forced the localization of MEK1 in the nucleus by generating a mutant in which 2 
critical leucine residues in the NES were replaced by alanine (NES) to prevent nuclear 
export [523]. We constructed another series of MEK1 mutants that contained a 
myristoylation signal (Myr) at the N-terminus to target the kinase to the plasma membrane 
and prevent its nuclear import (Figure 5.4A). These mutations were introduced in the 
otherwise wild type protein or constitutively active S218D/S222D (DD) mutant. The 
different MEK1 constructs were expressed in IEC-6 cells by retroviral-mediated gene 
transfer and polyclonal populations of puromycin-resistant clones were used for subsequent 
experiments. All MEK1 mutants were expressed at comparable levels in IEC-6 populations 
(Figure 5.4B). Immunofluorescence analysis confirmed that disruption of the NES causes 
the nuclear accumulation of MEK1 in proliferating cells, whereas addition of the 
myristoylation signal restricts the protein to the plasma membrane (Figure 5.4C). Of note, 
ectopic expression of MEK1DD also caused the nuclear accumulation of phosphorylated 
MEK1/2 and ERK1/2 (Figure 5.S1). Some nuclear staining of total MEK1DD was also 
detected by HA immunofluorescence, although the most intense staining was found in the 
cytoplasm (Figure 5.4C). 
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Figure 5.S1. Ectopic expression of MEK1DD induces the nuclear accumulation of 
phosphorylated MEK1/2 and ERK1/2. Immunofluorescence staining for pMEK1/2 
(green), pERK1/2 (red) and DNA (DAPI, blue) in proliferating IEC-6 cells infected with 
HA-MEK1DD. Magnification 100X. Bar, 20 μm. Quantification of pMEK1/2 and 
pERK1/2 nuclear localization is presented as mean ± SEM (n=3). 
 
 Expression of activated MEK1 led to a drastic change of epithelial morphology, 
with the cells shrinking and adopting a spindle-like fibroblast morphology (Figure 5.4C). 
Notably, we found that nuclear targeting of MEK1 is sufficient to morphologically 
transform IEC-6 cells, while plasma membrane retention completely abrogates the 
transformed phenotype induced by MEK1DD activated mutant. We analyzed the 
proliferation rate of IEC-6 cells infected with the various MEK1 constructs. Ectopic 
expression of MEK1NES significantly increased the rate of cell proliferation (1.9-fold) as 
compared to control empty vector or wild type MEK1 (Figure 5.4D). This effect was 
abolished by treatment with the MEK1/2 inhibitor U0126, indicating that the kinase activity 
of MEK1 is necessary for enhancing cell proliferation. In agreement with this, expression 
of the nuclear-targeted but catalytically-inactive mutant MEK1K97ANES failed to 
dysregulate cell proliferation or to induce changes in cell shape (data not shown). 
Expression of activated MEK1DD markedly accelerated the proliferation of IEC-6 cells 
and additional disruption of the NES (MEK1DDNES) only slightly augmented this effect 
(Figure 5.4D). Remarkably, targeting of MEK1DD to the plasma membrane completely 
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antagonized its stimulatory effect on cell division. Essentially similar results were obtained 
with NIH 3T3 fibroblasts (Figure 5.S2A). These findings highlight the importance of the 
nuclear translocation of MEK1/2 in the regulation of cell proliferation. 
 
 
 
Figure 5.S2. Nuclear accumulation of MEK1 transforms fibroblastic cells. (A) 
Proliferation curves of NIH 3T3 populations infected with the indicated MEK1 constructs. 
Curves are graphed as mean ± SEM of 3 experiments. (B) BrdU-PI flow cytometry profiles 
of NIH 3T3 populations infected for 14 days with vector or MEK1∆NES. (C) Proportion of 
NIH 3T3 cells with >4N DNA content. (D) Anchorage-independent proliferation assay of 
NIH 3T3 populations infected with MEK1 constructs. Quantification of the number of soft 
agar colonies (>50 cells) after 12 days. Bars represent the mean ± SEM (n=3). 
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 Flow cytometry analysis of the cell cycle showed that cells expressing nuclear-
targeted MEK1NES accumulate in S phase concomitantly with a reduction in the 
percentage of G1 cells (Figures 5.4E and 5.4F). Expression of MEK1DD also caused an 
accumulation of cells in S phase, and this effect was repressed by restraining the activated 
kinase to the membrane. Overexpression of wild type MEK1 or MyrMEK1 had no effect 
on cell cycle kinetics. Interestingly, FACS profiles of cells expressing MEK1NES, 
MEK1DD and MEK1DDNES also revealed an increase in the percentage of G2/M cells 
as well as a population of cells with >4N DNA content (Figures 5.4E, 5.4F, 5.S2B and 
5.S2C; see below).  
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Figure 5.4. Nuclear accumulation of MEK1 dysregulates the cell cycle and accelerates 
the proliferation of intestinal epithelial cells. (A) Schematic representation of MEK1 
constructs. (B) Immunoblot analysis of ectopic MEK1 expression in IEC-6 cells infected 
with the indicated constructs. (C) Immunofluorescence analysis of MEK1 mutants 
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localization by confocal microscopy. Cells were stained for HA (green) and DNA (DAPI, 
blue). Magnification 100X. Bar, 20 μm. (D) Proliferation curves of IEC-6 populations 
infected with indicated MEK1 constructs. Where indicated, cells were treated with 20 μM 
U0126. Curves are graphed as mean ± SEM of 3 independent experiments. (E) BrdU-PI 
flow cytometry profiles of IEC-6 populations infected for 14 days with MEK1 constructs. 
(F) Quantification of the cell cycle distribution. Bars correspond to the mean ± SEM (n=3).  
 
 To understand the molecular basis of the accelerated G1-to-S phase transition of 
MEK1NES-expressing cells, we asked if nuclear targeting of catalytically normal MEK1 
modulates ERK1/2 activity. Unexpectedly, we observed that ERK1/2 become constitutively 
active in IEC-6-MEK1NES cells (Figure 5.S3A). We next monitored the expression of 
key G1 regulators during synchronous cell cycle progression. As shown in Figure 5.S3B, 
the expression of cyclin D1, cyclin E1 and E2f1 mRNAs was up-regulated, whereas 
expression of the anti-proliferative genes p27Kip1, p21Cip1 and Tob1 was markedly down-
regulated in IEC-6-MEK1NES cells. The mitogen-dependent periodicity of expression of 
these genes was also lost. Immunoblot analysis confirmed that MEK1NES-expressing 
cells contain elevated levels of cyclin D1 and cyclin E1, and barely detectable levels of the 
cyclin-dependent kinase inhibitors p27 and p21 (Figure 5.S3C). These cell cycle regulators 
are known targets of the ERK1/2 MAP kinase pathway [230]. Thus, persistent localization 
of MEK1 in the nucleus causes the hyperactivation of ERK1/2, resulting in dysregulation 
of the cell cycle and increased cell proliferation rate. 
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Figure 5.S3. Effect of MEK1 localization mutants on ERK1/2 activity and G1 cell 
cycle regulators. (A) Immunoblot analysis of ERK1/2 activation loop phosphorylation in 
IEC-6 cells infected with the indicated MEK1 constructs. The cells were synchronized in 
G0 by serum starvation and restimulated to enter the cell cycle with 10% serum (n=5). (B) 
Real-time qPCR analysis of cell cycle regulatory genes. IEC-6 cells infected with the 
indicated MEK1 constructs were synchronized in G0 and restimulated to enter the cell 
cycle with 10% serum. Results are representative of 3 experiments. (C) Immunoblot 
analysis of cell cycle regulatory proteins (n=5).  
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Nuclear Accumulation of MEK1 Induces Cell Transformation 
 
 We next asked whether nuclear targeting of MEK1 is sufficient to transform cells. 
Ectopic expression of MEK1DD conferred anchorage-independent growth to IEC-6 cells, 
and this property was completely abolished by restricting its localization to the plasma 
membrane (Figures 5.5A and 5.5B). Cells infected with MEK1NES also formed colonies 
in soft agar, albeit at lower frequency than MEK1DD-expressing cells. Similar results were 
obtained in NIH 3T3 cells (Figure 5.S2D). In all cases, anchorage-independent growth was 
prevented by treatment of cells with U0126. Cells expressing MEK1K97ANES also failed 
to proliferate in soft agar (data not shown). Since anchorage-independence is associated 
with resistance to anoikis, we further examined the capacity of MEK1 mutants to protect 
IEC-6 cells from detachment-induced cell death. Expression of MEK1DD and MEK1NES 
almost completely protected IEC-6 cells from undergoing anoikis (Figure 5.5C). In 
contrast, cells infected with wild type MEK1 or membrane-targeted mutants of the kinase 
rapidly entered into apoptosis in suspension and failed to grow in soft agar. 
 
 To analyze the impact of nuclear MEK1 signaling on tumorigenesis in vivo, cells 
were injected subcutaneously into athymic mice. MEK1DD-expressing IEC-6 cells 
generated rapidly growing tumors that reached a volume of 1,000 mm3 in only two weeks 
(Figure 5.5D). Importantly, cells expressing MEK1NES also formed tumors of similar 
size but with a longer latency. Overexpression of wild type MEK1 never induced the 
formation of tumors. Thus, nuclear accumulation of MEK1 is sufficient to fully transform 
immortalized intestinal epithelial cells. 
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Figure 5.5. Nuclear accumulation of MEK1 leads to cell transformation. (A) 
Anchorage-independent proliferation assay of IEC-6 populations infected with MEK1 
constructs. (B) Quantification of the number of soft agar colonies (>50 cells) after 10 days. 
Cells were treated or not with 20 μM U0126. Bars represent the mean ± SEM (n=4). (C) 
Anoikis assay. Bars represent the mean ± SEM (n=4). (D) Tumorigenesis assay. IEC-6 
populations transduced with MEK1 constructs were injected subcutaneously (3 x104 cells) 
into the flanks of athymic mice. Tumor volumes represent the mean volume ± SEM of 8 
tumors.  
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Nuclear Accumulation of MEK1 Leads to CIN and Polyploidization 
 
 Quantitative analysis of flow cytometry profiles (see Figure 5.4E) revealed that a 
significant proportion of asynchronously proliferating MEK1DD- and MEK1NES-
expressing IEC-6 cells exhibit a >4N DNA content (Figure 5.6A). Time-course 
experiments showed that these polyploid/aneuploid cells are rapidly generated after 
expression of MEK1NES and that their percentage increases with the number of cell 
divisions (Figure 5.6B). Notably, infection of IEC-6, MCF-10A and NIH 3T3 cells with H-
RasV12 induces a similar accumulation of polyploid/aneuploid cells (Figure 5.S4). To 
further characterize the CIN induced by nuclear MEK1, we prepared metaphase spreads 
from IEC-6 cells infected for 14 days with either wild type MEK1 or MEK1NES and 
analyzed their chromosome numbers and karyotypes. Control IEC-6-MEK1 cells are 
pseudodiploid or near-diploid with chromosome numbers between 42 and 46 per cell 
(Figure 5.6C). However, examination of IEC-6-MEK1NES cells revealed the presence of 
two populations of cells. While most of the cells were near-diploid (37 to 48 
chromosomes), 13% of cells (16 out of 122 Giemsa-stained metaphases) had a near-
tetraploid modal number with 81 to 94 chromosomes (Figure 5.6C). Spectral karyotyping 
analysis confirmed the tetraploid karyotype of a subpopulation of IEC-6-MEK1NES cells 
with the presence of minute chromosomes in 6 cells and chromosomal deletions in 2 cells 
(29 metaphases analyzed) but did not reveal other structural rearrangements such as 
translocations (Figure 5.6D). 
 
  
 
154
                     
Figure 5.S4. Oncogenic Ras  promotes chromosomal instability in epithelial and 
fibroblastic cells. Left, BrdU-PI flow cytometry profiles of intestinal epithelial (IEC-6), 
mammary epithelial (MCF-10A) and fibroblast (NIH 3T3) cell populations infected or not 
for 7 days with H-RasV12 construct. Right, proportion of cells with >4N DNA content. 
 
 A previous study has reported that tetraploid p53-/- mouse mammary epithelial cells 
produce tumors when injected into nude mice, whereas diploid cells do not [526]. To 
determine whether tetraploidy of IEC-6-MEK1NES cells promotes their tumorigenic 
potential, diploid and polyploid cells were isolated by flow cytometry and injected 
immediately into the flanks of athymic mice. Tumors arising from tetraploid cells grew 
much faster than diploid or unsorted cells, reaching a mean volume of  ~700 mm3 in two 
weeks (Figure 5.6E).  
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Figure 5.6. Nuclear accumulation of MEK1 induces chromosomal instability. (A) 
Proportion of cells with >4N DNA content 14 days after infection of IEC-6 cells with 
MEK1 constructs. (B) Kinetic analysis of polyploidy in IEC-6 cells following expression of 
MEK1NES. (C) Representative GTG-banded metaphase spreads prepared from IEC-6 
cells infected for 14 days with wild type MEK1 or MEK1NES. (D) Spectral karyotyping 
analysis of IEC-6-MEK1NES cells showing a near-tetraploid karyotype without structural 
rearrangements. (E) Hyperploid IEC-6-MEK1NES cells generate faster growing tumors in 
mice. Cells with 2N and >4N DNA content were sorted by flow cytometry from the IEC-6-
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MEK1NES population and injected (3 x104 cells) into athymic mice. Tumor volumes 
represent the mean ± SEM of 4 tumors.  
 
Progressive Downregulation of Sef in Colorectal Carcinogenesis 
 
 The steady-state distribution of MEK1/2 between the cytoplasm and nucleus is 
controlled by the rates of nuclear import and export of the proteins, and is influenced by the 
expression and affinity of binding partners in each compartment. To investigate the 
mechanism responsible for the abnormal nuclear accumulation of activated MEK1/2, we 
first examined the impact of activation loop phosphorylation on the kinetics of nuclear 
entry. For these experiments, IEC-6 cells expressing HA-tagged wild type MEK1, 
MEK1DD or the non-phosphorylatable activation loop mutant S218A/S222A (AA) of 
MEK1 were treated for different times with leptomycin B (LMB), which inhibits the 
nuclear export of MEK1/2 [30]. The localization of MEK1 was monitored by 
immunofluorescence microscopy with anti-HA antibody. Mimicking the phosphorylation 
of MEK1 (S218D/S222D) markedly accelerated the nuclear translocation rate of MEK1 in 
proliferating cells (Figure 5.S5). By 2 h of LMB addition, MEK1 nuclear localization was 
detected in 76% of MEK1DD-expressing cells, as opposed to 27% of MEK1-infected cells. 
Nuclear uptake of the AA mutant was severely compromised, indicating that activation 
loop phosphorylation of MEK1 is necessary for efficient nuclear import. However, 
phosphorylation of S218/S222 is not sufficient to relocalize MEK1 predominantly to the 
nucleus in the absence of LMB (Figure 5.S5). These findings indicate that mechanisms 
other than activation loop hyperphosphorylation contribute to the nuclear accumulation of 
MEK1/2 in transformed intestinal epithelial cells.  
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Figure 5.S5. Effect of activation loop mutations on the nuclear entry of MEK1. 
Immunofluorescence staining of ectopic MEK1 (green). IEC-6 cells were infected with 
HA-tagged MEK1, MEK1AA or MEK1DD mutant. The cells were treated with LMB (2 
ng/ml) for the indicated times and stained with anti-HA antibody. Quantification of MEK1 
subcellular localization is graphed as mean ± SEM (n=3). 
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 One spatial regulator of MEK1/2 is the membrane protein Sef, which was shown to 
bind MEK1/2 and tether MEK1/2-ERK1/2 complexes to the Golgi apparatus and plasma 
membrane, thereby blocking ERK1/2 signaling to the nucleus [129]. We found that the 
levels of Sef are markedly downregulated in human colon carcinoma cell lines, as 
compared to normal HIEC (Figure 5.7A). Oncogenic activation of Ras was sufficient to 
downregulate the expression of Sef in IEC-6 cells (Figure 5.7B). We next analyzed the 
expression pattern of Sef in colon tissue specimens by immunohistochemistry. Normal 
colonic mucosa displayed a strong and coarse granular staining of Sef (Figure 5.7C). 
Although small capillaries are also labelled, immunoreactivity was mainly observed in the 
cytoplasm of colonic epithelial cells. Benign adenomatous polyps also showed some 
cytoplasmic staining albeit at lower levels. In sharp contrast, the epithelial component of 
both dysplastic villous adenoma and malignant invasive carcinoma failed to express any 
significant immunoreactivity to Sef under conditions that maintain faint endothelial 
staining. Thus, Sef expression inversely correlates with the pattern of phospho-MEK1/2 
nuclear staining and with tumor malignancy in the process of colorectal tumorigenesis. 
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Figure 5.7. Sef is downregulated in human colorectal cancer. (A) Immunoblot analysis 
of Sef expression in proliferating HIEC and colon cancer cell lines. (B) Immunoblot 
analysis of Sef expression in proliferating IEC-6 cells infected with H-RasV12 or empty 
vector. (C) Immunohistochemical examination of Sef in normal human colonic mucosa, 
pre-malignant and malignant tumors of the colon. 
 
Expression of Sef Prevents CIN and Tumorigenesis 
 
 To directly test the hypothesis that Sef regulates the intracellular localization of 
MEK1/2 and the fate of intestinal epithelial cells, we ectopically expressed human Sef at 
close-to-physiological levels in Ras-transformed IEC-6 cells and in the colon cancer cell 
lines HCT116 and COLO 205 by retroviral-mediated gene transfer. Polyclonal populations 
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of infected cells were selected and used for subsequent studies. Quantitative 
immunoblotting analysis showed that HCT116-Sef and COLO 205-Sef populations express 
respectively 2.8-fold (n=3) and 2.5-fold (n=3) higher levels of Sef than HIEC (Figure 
5.8A). To confirm that Sef binds to activated MEK1/2, HCT116-Sef and COLO 205-Sef 
cells were subjected to co-immunoprecipitation analysis. In agreement with previous 
observations [129], we found that HA-tagged Sef co-precipitates with the phosphorylated 
form of MEK1/2 in these cells (Figure 5.8B). Then, we examined if this interaction affects 
the subcellular localization of activated MEK1/2. Reexpression of Sef in Ras-transformed 
IEC-6 cells induced the cytoplasmic relocalization of phosphorylated MEK1/2 in 94% of 
the cells, accompanied by a morphological reversion of the transformed phenotype (Figure 
5.8C). Noticeably, Sef expression also restored the normal cytoplasmic localization of 
phosphorylated MEK1/2 in the colon carcinoma lines HCT116 and COLO 205 (Figure 
5.8D). In infected cells not expressing Sef, the abnormal nuclear localization of 
phosphorylated MEK1/2 was maintained. Reexpression of Sef markedly attenuated the 
activating phosphorylation of ERK1/2 while preserving the hyperactivation state of 
MEK1/2 (Figure 5.8E). 
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Figure 5.8. Reexpression of Sef prevents the nuclear accumulation of phosphorylated 
MEK1/2 and constitutive activation of ERK1/2. (A) HCT116 and COLO 205 cells were 
infected with human HA-tagged Sef construct. The comparative levels of Sef expression 
were analyzed by quantitative immunoblotting. (B) Sef co-immunoprecipitates with 
activated MEK1/2 in colon cancer cells. HCT116 and COLO 205 cells infected with HA-
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Sef were subjected to immunoprecipitation with anti-HA (upper panels) or anti-phospho-
MEK1/2 (lower panels). Bound proteins were analyzed by immunoblotting with the 
indicated antibodies (n=4). (C) Immunofluorescence staining for pMEK1/2 (green) and 
DNA (DAPI, blue) in IEC-6-H-RasV12 cells infected or not with Sef. Magnification 100X. 
Bar, 20 μm. Quantification of pMEK1/2 localization is presented as the mean ± SEM 
(n=3). (D) Immunofluorescence staining for pMEK1/2 and DNA in colon cancer cells 
infected or not with Sef. Bar graph corresponds to the mean ± SEM (n=3). (E) Immunoblot 
analysis of pERK1/2 and pMEK1/2 levels in HCT116 and COLO 205 cells infected or not 
Sef.  
 
 We next tested whether the reexpression of Sef is sufficient to attenuate the 
proliferation of colon cancer cells and to revert the CIN and tumorigenesis induced by 
oncogenic Ras. Expression of Sef slowed down the proliferation rate of both HCT116 and 
COLO 205 cancer cells (Figure 5.9A). Analysis of flow cytometry profiles showed that 
reexpression of Sef normalizes the cell cycle distribution of IEC-6-H-RasV12 cells (Figure 
5.9B). After 12 days, the proportion of cells with >4N DNA content was 22.8% (n=4) in 
IEC-6-H-RasV12 cells as compared to only 4.6% (n=4) in cells infected with Sef (Figure 
5.9B). To evaluate the impact of Sef on tumor development in vivo, cell populations were 
injected into athymic mice. IEC-6-H-RasV12 cells formed rapidly growing tumors that 
reached a volume of ~600 mm3 (n=5 mice) in 21 days (Figure 5.9C). Reexpression of Sef 
dramatically inhibited Ras-induced tumor formation. No tumor was apparent in any of the 
experimental mice 34 days after transplantation. These results suggest that Sef expression 
antagonizes Ras-mediated CIN and tumorigenesis. 
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Figure 5.9. Reexpression of Sef normalizes the cell cycle and suppresses tumorigenesis 
induced by oncogenic Ras. (A) Proliferation curves of HCT116 and COLO 205 cells 
infected with human Sef. Curves are graphed as mean ± SEM of 3 independent 
experiments. (B) Cell cycle profiles of IEC-6 cells infected with H-RasV12 for 12 days 
together or not with Sef. Right panel, proportion of cells with >4N DNA content. Bars 
correspond to the mean ± SEM (n=4). (C) Tumorigenesis assay. IEC-6 cells were infected 
with H-RasV12 together or not with Sef and populations of puromycin-resistant cells were 
injected subcutaneously (3 x 104 cells) into athymic mice. Tumor volumes represent the 
mean ± SEM of 5 tumors.  
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DISCUSSION 
  
 Faithful nucleocytoplasmic trafficking of signaling proteins is critical for normal 
gene expression and cell proliferation. This is particularly well exemplified by the MAP 
kinases ERK1 and ERK2. Sequestration of ERK1/2 in the cytoplasm by overexpression of 
the compartment-specific proteins MKP-3 [518] or PEA-15 [173] inhibits mitogen-
stimulated immediate-early gene expression and DNA synthesis. Similarly, expression of 
the BH3-only protein Bik blocks nuclear translocation of ERK1/2 to mediate interferon--
induced death of airway epithelial cells [266]. Physiologically, the suppression of cell 
proliferation observed during retinoic acid-induced endoderm differentiation is associated 
with restriction of the nuclear entry of activated ERK1/2 [527]. Interestingly, the level of 
PEA-15 protein expression inversely correlates with the invasive behaviour of breast cancer 
[528], suggesting that mislocalization of ERK1/2 may contribute to cancer pathogenesis. 
 
 Much less is known about the regulation and impact of MEK1/2 subcellular 
localization. Early studies indicated that MEK1/2 are found exclusively in the cytoplasm 
during signal transmission. However, later work showed that MEK1/2 translocate to the 
nucleus, but are rapidly exported to the cytoplasm by virtue of a strong NES found at their 
N-terminus [30, 127, 523]. The mechanism underlying the nuclear transport of these 
kinases remains poorly understood. Previous studies have suggested that nuclear 
translocation of MEK1/2 is enhanced by mitogenic stimulation, and that phosphorylation of 
activation loop serines is required for this process [127, 529, 530]. In contrast, other studies 
have failed to observe the nuclear relocalization of MEK1/2 in response to agonist [30, 
154]. The results presented here clearly demonstrate that nuclear localization of MEK1/2 is 
a regulated process and that dysregulation occurs in cancer. We found that activated 
MEK1/2 are aberrantly localized to the nucleus in primary colorectal tumors, and that 
expression of oncogenic Ras is sufficient to induce the nuclear accumulation of MEK1/2. 
The nuclear translocation of MEK1/2 is critically dependent on phosphorylation of the 
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activation loop, which is stimulated by oncogenic Ras. However, although necessary, 
activation loop phosphorylation is not sufficient to drive nuclear accumulation of MEK1/2 
as the DD mutant of MEK1 fails to accumulate in the nucleus in the absence of LMB 
(Figure 5.S5). Therefore, other mechanisms must contribute to MEK1/2 mislocalization in 
cancer cells. 
 
 We show here that expression of oncogenic Ras dramatically downregulates the 
levels of Sef, a spatial regulator of MEK1/2, in intestinal epithelial cells. Accordingly, the 
expression of Sef protein is almost undetectable in colon carcinoma lines bearing activating 
mutations of KRAS or BRAF. Sef was originally identified as a feedback inhibitor of Ras-
dependent fibroblast growth factor (FGF) signaling in zebrafish [531, 532]. Subsequent 
work showed that the inhibitory function of Sef is conserved in vertebrate species. 
However, the site of action of Sef has been the subject of contradictory reports. Some 
studies have suggested that Sef acts at the level of FGF receptor by interacting directly with 
the receptor to inhibit phosphorylation of FGF receptor substrate 2 and downstream 
signaling events [152, 532, 533]. On the other hand, other reports have suggested that Sef 
acts downstream of the FGF receptor at the level of MEK or its cognate MAP kinase [531, 
534, 535]. Along this line, Torii et al. [129] have shown that Sef binds to MEK1/2 in the 
cytoplasm and inhibits the dissociation of MEK1/2-ERK1/2 complexes, thereby 
antagonizing nuclear ERK1/2 signaling. Our current findings further substantiate the idea 
that Sef is a major spatial regulator the ERK1/2 pathway. We first confirm that Sef interacts 
with phosphorylated MEK1/2 in epithelial cells. Then, we reveal the tight inverse 
relationship that exists between the expression of Sef and the nuclear localization of 
activated MEK1/2 in both cell lines and clinical tissue samples. Importantly, we show that 
reexpression of Sef at close-to-physiological levels is sufficient to restore the normal 
cytoplasmic localization of activated MEK1/2 in Ras-transfomed IEC-6 cells and colon 
carcinoma cells. 
 
  
 
166
 Recent studies have shown that Sef levels are downregulated in a majority of human 
prostate, breast, thyroid and ovarian carcinomas of intermediate to high grades [294, 295, 
536]. In this study, we found that Sef is strongly expressed in the normal colonic mucosa 
but that expression in the epithelial compartment progressively declines with the increasing 
malignancy of colon tumors. Thus, loss of Sef appears to be a common event during 
epithelial cancer progression. Importantly, our findings provide a molecular framework for 
understanding the potential role of Sef in tumorigenesis. We show that nuclear 
mislocalization of MEK1 has a dramatic impact on cellular behavior leading to enhanced 
proliferation, resistance to apoptosis, CIN and tumorigenesis. In a previous study, Fukuda 
et al. [537] have reported that disruption of the NES strongly potentiates the ability of 
constitutively activated Xenopus MAP kinase kinase to induce morphological changes and 
transform rodent fibroblasts in vitro. Since the kinase activity of NES mutants was 
comparable to that of wild type protein, their results suggested that the subcellular 
localization of MAP kinase kinase was a primary determinant of the cellular response. Our 
results further extend this observation. These findings are relevant to cancer pathogenesis 
as MEK1/MEK2 are very rarely mutated in epithelial cancers, but are activated by 
upstream oncoproteins and are frequently mislocalized as revealed in this study. Sustained 
nuclear MEK1 signaling causes cell cycle defects characterized by an acceleration of G1-
to-S phase transition and an impairment of cell division. MEK1NES-expressing cells 
display elevated levels of cyclin D1, cyclin E1 and E2f1 genes, and decreased levels of the 
anti-proliferative genes Tob1, p27Kip1 and p21Cip1. Notably, expression of the Cdk inhibitors 
p27Kip1 and p21Cip1 is markedly downregulated in these cells. All these cell cycle regulators 
are established downstream targets of the ERK1/2 MAP kinase pathway. The finding that 
nuclear targeting of MEK1 leads to the generation of tetraploid cells was unexpected. 
Accumulating evidence suggests that tetraploidy is a genetically unstable state that can 
serve as an intermediate on the path to aneuploidy and, ultimately, cancer [538]. Indeed, 
tetraploid p53-/- mammary epithelial cells have an increased frequency of whole 
chromosome mis-segregation and are more tumorigenic than their diploid counterparts 
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[526]. In agreement with this, we found that tetraploid MEK1NES-expressing IEC-6 cells 
generate tumors much faster than diploid cells in mice.  
 
 An important finding from this study was the observation that nuclear targeting of 
catalytically normal MEK1 results in constitutive activation of ERK1/2 (Figure 5.S2D). 
This suggests that loss of Sef, and the resulting mislocalization of MEK1/2, may contribute 
to maintain the hyperactive state of ERK1/2 in epithelial tumors by a mechanism 
independent from mutational activation of upstream regulators. In support of this idea, 
reexpression of Sef in HCT116 or COLO 205 cells markedly attenuates the activating 
phosphorylation of ERK1/2 without compromising the hyperphosphorylation of MEK1/2 
(Figure 5.8E). All these observations lead us to propose the following model to explain the 
frequent loss of Sef in epithelial tumors and its impact on tumor progression (Figure 5.S6). 
Mutational activation of Ras causes downregulation of Sef expression in epithelial cells, 
leading to nuclear accumulation of activated MEK1/2 and ERK1/2. Nuclear MEK1/2 
signaling sustains the hyperactivation state of ERK1/2, by a mechanism that remains to be 
investigated, and synergizes with Ras-dependent activating phosphorylation. Prolonged 
nuclear ERK1/2 signaling dysregulates the cell cycle and inhibits apoptosis, leading to CIN 
and tumor progression. Collectively, our results suggest a tumor suppressor function for Sef 
in colorectal cancer. Therefore, preventing the downregulation of Sef would appear as a 
promising therapeutic scenario in this cancer type. 
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Figure 5.S6. Model of the proposed tumor suppressor function of Sef in epithelial 
cancers. (Left) In normal cells, Sef binds to phosphorylated MEK1/2 in the cytoplasm and 
inhibits the dissociation of MEK1/2-ERK1/2 complexes, thereby attenuating nuclear 
ERK1/2 signaling. (Right) In carcinoma cells, mutational activation of Ras leads to 
downregulation of Sef, resulting in the accumulation of activated MEK1/2 and ERK1/2 in 
the nucleus. Sustained nuclear MEK1/2 signaling synergizes with Ras-mediated activating 
phosphorylation to further amplify the hyperactivation of ERK1/2. Dysregulated ERK1/2 
signaling impairs normal cell cycle progression and inhibits apoptosis, contributing to 
genetic instability and tumor progression. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Immunohistochemistry 
 The colorectal cancer TMAs used in this study were kindly provided by the 
Department of Pathology, University of Basel. They contain a total of 455 tissue samples, 
including 406 colorectal cancers and 49 normal colon tissues. The use of these specimens 
and research data was approved by the Ethics Committee of the University Hospital Basel. 
For immunohistochemical staining, TMA slides were deparaffinized, rehydrated in graded 
ethanol and heated in a steamer with antigen retrieval solution. Endogenous peroxidase 
activity was blocked by incubation in 0.3% H2O2 in methanol for 30 min, and the slides 
were placed in blocking solution (10% goat serum in PBS/Tween 20) for 30 min at room 
temperature. After blocking, the sections were incubated with anti-phospho-MEK1/2 
(1:100) antibody overnight at 4°C. Bound antibody was detected with biotin-conjugated 
anti-rabbit IgG secondary antibody at 1:200 dilution (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories). After addition of the avidin and biotinylated HRP complex (ABC reagent; 
Vector Laboratories), the enzyme complex was visualized with 3,3’-diaminobenzidine 
tetrachloride. The slides were read blinded by two readers and only epithelial cells were 
scored. The staining intensity (high vs medium vs low vs none) was scored as well as the 
percentage of maximally stained tumor epithelial cells in each tissue microarray core. 
Nuclear staining was intense (2+ and 3+) in almost all cases. Nuclear staining was called 
“positive” if at least 5% of tumor cells stained at least 2+ in the nucleus. Each core was 
recorded separately. 
 
Cell Culture and Retroviral Infections 
 The intestinal epithelial cell line IEC-6 and the human colon adenocarcinoma 
cell lines HCT116, SW480 and COLO 205 were cultured as previously described 
[278]. HIEC were kindly provided by J.F. Beaulieu (Université de Sherbrooke) and used as 
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described [539]. IEC-6 cells were synchronized in G0/G1 by starvation of serum for 
30 h. 
 The cells were stably infected with retroviral vectors as previously described [493]. 
Transduced cells were selected for 3 days with 4 µg/ml puromycine and polyclonal 
populations of puromycin-resistant clones were used for all experiments. IEC-6 cell 
populations expressing H-RasV12 and Sef constructs were obtained by infection with 
pBabe-HA-H-RasV12 followed by selection with puromycine and subsequent infection with 
pBabe-HA-Sef. 
 
Reagents, Antibodies and Plasmid Constructs  
 The MEK1/2 inhibitor U0126 and LMB were obtained from LC Laboratories. 
Commercial antibodies were from the following sources: MEK1/2 and ERK1/2 from 
Upstate Biotechnology; phospho-MEK1/2 and phospho-ERK1/2 from Cell Signaling 
Technology; HA, cyclin D1, cyclin E1, p27, p21, -tubulin and GAPDH from Santa-Cruz 
Biotechnology; Sef from R&D Systems. 
 
 The human HA-tagged MEK1 cDNA was used as template for in vitro mutagenesis 
to generate the various MEK1 mutant constructs [90]. MEK1NES was obtained by 
alanine substitution of two leucine residues in the NES of MEK1 (QKKLEELELD). 
MyrMEK1 was generated by addition of the avian sarcoma virus Src myristoylation signal 
(MGSSKSK) to the N-terminus of MEK1. Other MEK1 mutants have been previously 
described [90]. All HA-MEK1 constructs were subcloned into pBabe-puro vector for 
retroviral infections. Human H-RasV12 plasmid was obtained from G. Ferbeyre (Université 
de Montréal). pBabe-HA-H-RasV12 was generated by subcloning HA-tagged H-RasV12 into 
pBabe-puro. Human Sef plasmid (hSef-a isoform) was kindly provided by Z. Chang 
(Tsinghua University, China) and subcloned into pBabe-puro. 
 
Immunoblot Analysis and Immunofluorescence 
 Cell lysis and immunoblot analysis were performed as described previously [494]. 
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For immunofluorescence staining, cells were processed as described [496]. Images were 
collected on a Zeiss LSM 510 laser-scanning confocal microscope. For quantification of 
phospho-MEK1/2 localization, cells were examined on a Leica DM IRB inverted 
microscope. At least 100 cells from 15 different fields were scored for each condition. The 
cellular localization was assigned to three categories: uniform distribution between the 
cytoplasm and nucleus (C+N), stronger and predominant staining in the nucleus (N), or 
stronger and predominant staining in the cytoplasm (C). 
 
Real-Time Quantitative PCR  
 Total RNA was extracted from IEC-6 cells using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and 
reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with random 
primers (Applied Biosystems). Gene expression level was determined using TaqMan Gene 
Expression Assays primer and probe sets (Applied Biosystems). Analysis of PCR product 
amplification was performed on the ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System 
(Applied Biosystems). All reactions were runned in triplicate and the average values were 
used for quantification. The rat hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) 
and 18S ribosomal RNA were used as endogenous controls.  The relative level of target 
gene expression was quantified by using the CT method. 
 
Cell Proliferation, Transformation and Anoikis Assays  
 Proliferation rate was measured by the colorimetric MTT assay. Anchorage-
independent proliferation was evaluated by culturing cells in soft agar medium. 
Detachment-induced apoptosis was monitored in tissue culture plates coated with Poly-
HEMA (Sigma). The methodology for these assays has been described previously [278]. 
 
Cell Cycle Analysis and Cell Sorting  
 For cell cycle analysis, exponentially proliferating cells were pulsed with 10 M 
BrdU for 2 h. The cells were scraped in PBS, fixed in cold 70% ethanol, and kept at –20°C 
until flow cytometry analysis. For staining, the cells were washed with blocking buffer 
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(0.5% bovine serum albumin in PBS), and DNA was denatured with 2 N HCl in PBS. The 
cells were washed again and incubated for 2 min in 0.1 M sodium borate (pH 8.5) to 
neutralize remaining HCl. After washing with dilution buffer (blocking buffer with 0.5% 
Tween 20), the cells were incubated with anti-BrdU antibody (2.5 mg/ml) for 15 min, 
followed by incubation with Alexa Fluor 350–conjugated anti-mouse IgG for15 min. The 
cells were then washed with PBS and incubated on ice for 30 min in PI buffer (0.1% 
sodium citrate, 50 mg/ml PI, and 0.2 mg/ml RNase) in the dark. Fluorescence was recorded 
on a BD LSR II cytometer and the cell cycle distribution was determined using the 
FACSDiva software. 
 
 For cell sorting, IEC-6 cells were stained with 7.5 µg/ml of Hoescht 33342 for 30 
min at 37°C, and then diploid (2N) and hyperploid (>4N) cells were sorted according to 
DNA content using the BD FACSAria flow cytometer.  
 
Mouse Tumorigenesis Studies  
 All animals were housed under pathogen-free conditions, and experiments were 
performed in accordance with CCAC guidelines and with Université de Montréal 
Institutional Animal Care and Use Committee approval. Six-week-old female Balb/c 
athymic mice were injected subcutaneously with 3 x 104 IEC-6 cells suspended in 200 l 
PBS. Tumor volume was monitored every 2 days and mice were euthanized when the 
tumor reached a volume larger than 1 cc3. 
 
Cytogenetic Studies  
 Metaphase preparation and cytogenetic analysis with Giemsa-stained and trypsin-
Giemsa banding techniques were performed according to standard cytogenetic procedures.  
For spectral karyotyping, slide pretreatment, hybridization with the SkyPaintTM probe 
mixture for rat chromosomes and detection were performed according to the supplier 
(Applied Spectral Imaging (ASI)) instructions with minor modifications. Spectral images 
were acquired with a SpectraCube® system (ASI) mounted on a Zeiss Axioplan II 
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microscope and analyzed using the SkyView version 1.6.1 software (ASI). A total of 27 
and 29 metaphases were analyzed by spectral karyotyping for the IEC-6-MEK1 and IEC-6-
MEK1NES cell lines. Clonal chromosomal abnormalities in rat cells are reported 
according to the recommendations of the International System for Human Cytogenetic 
Nomenclature 2005 [540] and to the Rat Genome and Nomenclature Committee [541]. 
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Chapitre 6:  
L’implication de la voie Ras-ERK1/2 dans la tétraploïdie et 
l'instabilité chromosomique 
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6.1 Mise en situation et objectif 
 
 Lors du projet présenté précédemment, nous avons démontré, pour la première fois, que 
l'expression de Ras oncogénique ou l'activation soutenue de la signalisation de ERK1/2 par des 
mutants de MEK1, engendre de l'instabilité chromosomique et de la tétraploïdie. L'objectif du 
quatrième article est donc la caractérisation des mécanismes responsables de ces anomalies.  
 
6.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai effectué 100% des expériences et analyses présentées dans cet article. J'ai rédigé 
entièrement le texte et conçu toutes les figures de l'article. Le Dr Jonas Dorn du laboratoire du Dr 
Paul Maddox a créé un logiciel dans MATLAB pour faciliter la compilation de mes analyses et 
j'ai utilisé le microscope Delta Vision du Dr Maddox. 
 
6.3 Résumé 
 
 La progression des cancers colorectaux est associée à une accumulation progressive 
d'altérations génétiques des gènes suppresseurs de tumeurs et d'oncogènes. L'instabilité 
génétique la plus commune, dans les cancers du côlon, est l'instabilité chromosomique (CIN). 
Elle est observée dans 70% des tumeurs colorectales et est associée à un mauvais pronostic. 
Toutefois, les mécanismes associés à la CIN demeurent inconnus.  
 
 Nous avons montré que l'expression de Ras oncogénique, dans des cellules intestinales 
épithéliales de rat (IEC-6), engendre une altération du cycle cellulaire, de la CIN et de la 
tétra/aneuploïdie. Les cellules IEC-6-H-RasV12 s'accumulent en cytocinèse et une régression du 
sillon de clivage, amenant à la binucléation, est observée dans 26% des mitoses. Une localisation 
aberrante et une surexpression des kinases Aurora A, des CPCs, Aurora B, Survivine et INCENP 
est également observée. La diminution partielle de l'activation de ERK1/2 des cellules IEC-6-H-
RasV12, par l'utilisation du PD184352 à de faibles doses, est suffisante pour renverser la 
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localisation erronée et la surexpression de ces régulateurs de la mitose, permettre la correction 
des anomalies mitotiques et réduire l'aneuploïdie induite par Ras oncogénique. 
 
 En conclusion, nous avons démontré, pour la première fois, que la voie des MAP kinases 
ERK1/2 est impliquée dans la CIN et l'aneuploïdie. Ces informations sont capitales et suggèrent 
un nouveau rôle de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK1/2 dans le processus de 
tumorigénèse colorectale. 
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SUMMARY 
 
 Hyperactivation of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 signaling pathway is a common event in 
human cancer and activating mutations in RAS genes are found in ~ 30-50% of colorectal cancer. 
Aneuploidy and chromosomal instability (CIN) are observed in the majority of colorectal cancers 
and are associated with a poorer prognosis. However, the molecular basis of CIN is not well 
understood. Here we report that hyperactivation of ERK1/2, by oncogenic Ras or sustained 
nuclear MEK-ERK1/2 signaling, induces mitotic defects that lead to tetraploidy, aneuploidy and 
CIN. We also found that dysregulation of Ras-ERK1/2 signaling alters expression and 
localization of  Aurora A and the Chromosomal passenger complex proteins. Our results suggest 
that sustained ERK1/2 signaling may contribute to the initiation and progression of colorectal 
cancer by rapidly inducing aneuploidy and CIN.  
 
 
 
 
 
 
 INTRODUCTION 
 
 Dysregulation of the Ras/Raf/MEK/ERK1/2 pathway is a common event in human 
cancer and  activating mutations in RAS genes are found in ~ 30% of tumor specimens and 
in 50% of intermediate colon adenomas [1, 542]. The vast majority of colorectal cancers 
display genomic instability either in the chromosomal instability (CIN; exclusively 
aneuploid) or microsatellite instability (MIN/MSI; mostly near diploid) form [543]. 
Aneuploidy is often associated with the malignant potential of tumors and poor prognosis 
[544]. The molecular basis of this CIN is not well understood but it has been proposed that 
it occurs very early during the tumorigenic process [545]. 
 
 We previously reported that activated MEK1/2 kinases, which are exclusively 
localized to the cytoplasm in normal cells, are mislocalized to the nucleus in 79% of 
colorectal tumors. Interestingly, expression of oncogenic Ras (H-RasV12) was shown to 
induce nuclear accumulation of activated MEK1/2 and ERK1/2 in intestinal epithelial cells. 
We also showed that sustained MEK-ERK1/2 nuclear signaling leads to enhanced 
proliferation and tumorigenesis, associated with CIN and tetraploidy [546].  
 
 Tetraploidy has been proposed as an intermediate step toward aneuploidy in human 
cancer. Several mechanisms have been described to promote the genesis of tetraploid cells. 
i) Endoreplication of DNA without cell division, ii) a failure to complete mitosis (mitotic 
slippage), when cell escape spindle assembly checkpoint (SAC) and exit from mitosis 
without undergoing anaphase, thereby producing a tetraploid cell with a single nucleus and  
two centrosomes, iii) a failure to complete cytokinesis, due to defects in cleavage-furrow 
formation, vi) cell fusion (reviewed in [538]) and v) entosis, which is characterized by the 
internalisation of one cell into another [547].  
 
 Cytokinesis is a complex process requiring the coordinated actions of the 
cytoskeleton, plasma membrane, organelles and a plethora of regulators. Defective 
expression, localization or function of a large number of proteins can lead to cytokinesis 
180
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failure [548]. The Aurora kinase A and the chromosomal passenger proteins complex 
(CPC), which includes the enzymatic subunit Aurora B, the scaffold INCENP and the 
targeting subunits Survivin and Borealin, have emerged as crucial regulators of mitosis and 
cytokinesis  [549-551]. Aurora A is involved in centrosome duplication, separation and 
maturation [552], progression through mitosis [553-555], kinetochore/chromatin associated 
microtubule assembly [556], successful cytokinesis [557] and genomic integrity [552, 558]. 
The Aurora A gene is frequently amplified in human malignancies including colorectal, 
breast, pancreatic and bladder cancers  [552, 559-561]. Studies have shown that Aurora A 
and B are overexpressed in a multitude of tumors and cancer cell lines, independently of 
gene amplification  [552, 562]. The expression of Aurora A and the CPC proteins is tightly 
regulated during cell cycle progression to ensure that the kinases perform their different 
functions accurately [563]. Notably, deregulated expression of Aurora A and B has been 
shown to impair mitosis execution and cytokinesis, and to lead to polypoidy [564-566].  
 
 Here we report that sustained activation of ERK1/2 signaling, by expression of 
oncogenic Ras or nuclear MEK1 mutant in IEC-6 cells, alters the cytokinesis and induces 
tetraploidy by furrow regression. The hyperactivation of ERK1/2 signaling also leads to 
overexpression and mislocalization of Aurora A and the CPC. Interestingly, partial 
inhibition of Aurora A by shRNA or by partial inhibition of ERK1/2 activation by the 
MEK1/2 inhibitor PD184352, is sufficient to reduce the mitotic defects and decrease the 
aneuploidy induced by activated Ras. 
 
RESULTS 
 
Sustained ERK1/2 signaling induces mitotic aberrations 
 
 We have previously reported that oncogenic Ras (H-RasV12) or sustained nuclear 
MEK-ERK1/2 (MEK1NES) signaling induces tetraploidy [546]. Tetraploid cells can be 
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generated by endoreplication during S phase, an abortive cell cycle or cytokinesis failure 
[567]. To investigate the mechanism, we stained proliferating IEC-6 cells, expressing H-
RasV12 or MEK1NES (Figure 6.S1a), with anti-phospho-histone H3, which marks mitotic 
cells. Immunofluorescence analysis revealed an increased proportion of IEC-6-
MEK1NES and IEC-6-H-RasV12 cells in mitosis (Figure 6.1a).  
 
 To carefully analyze progression through mitosis, IEC-6 cell populations were 
transduced with GFP-tagged histone H2B and imaged by time-lapse digital microscopy. 
Mitotic events were timed to score defects in chromosome movements, anaphase 
progression and cytokinesis with sub-cellular resolution. Interestingly, significant fractions 
of IEC-6-MEK1NES and IEC-6-H-RasV12 became binucleated (24.2% and 26.1% versus 
none in control cells) (Figure 6.S1b and 6.S1c). Cytokinetic furrow initiation and ingression 
occurred with normal kinetics, but we observed several regression/ingression cycles (in 
57.3% and 65.2% versus 2.2% in control cells) (Figure 6.S1c) suggesting that binucleation 
arose from defects in cytokinesis [568]. In support of this idea, IEC-6-MEK1NES and 
IEC-6-H-RasV12 cells often exhibited long cytoplasmic bridges that persisted more than 8 
times longer than those seen in control cells (154 min and 174 min versus 18 min) (Figure 
6.1b-d; videos 1, 2 and 3). Therefore, we hypothesize that cytokinesis failure, via the 
tetraploid intermediate, is the major pathway to chromosomal instability (CIN) following 
ERK1/2 hyperactivation. 
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Figure 6.1.  Sustained ERK1/2 signaling induces cytokinesis defects. (A) 
Immunofluorescence staining of phospho-histone H3 (pH3) in IEC-6 cells infected with 
Empty vector, MEK1NES or H-RasV12. Magnification 100X. Scale bar, 20 m 
Quantification of pH3 is graphed as mean ± SEM (n=3). (B) Average duration of each step 
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of mitosis. Mean ± SEM of 44 vector- , 103 MEK1NES- and 92 H-RasV12-expressing 
cells, two weeks post-infection. (C) Time-lapse video imaging of mitotic progression in 
IEC-6 cell populations expressing GFP-tagged histone H2B. Scale bar, 5 m. Arrow, 
intercellular bridge. (D) Average duration of mitosis and abscission. 
 
 In agreement with that hypothesis, careful analysis the cells at different times post-
infection with oncogenic Ras by live cell imaging, revealed that two to three days post-
infection, 5.9% of the infected cells are already binucleated. Then, three to four day post-
infection, tripolar division occurs, but only in binucleated cells. CIN is also rapidly induced 
and two weeks after H-RasV12 infection, several cells harboured micronuclei (5.2%). This 
number continues to increase, yielding 10.3% after one month and 19.8% after three 
months (Figure 6.S1d). These results demonstrate that tetraploidy and CIN can be rapidly 
induced upon hyperactivation of the Ras-ERK1/2 signaling pathway. In addition, these 
observations are in agreement with the idea that tetraploidy is a genetically unstable state 
that can serve as an intermediate on the path to aneuploidy [538]. 
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Figure 6.S1. Sustained ERK1/2 signaling dysregulates mitotic regulators and induces 
mitotic aberrations. (A) Immunoblot analysis of phospho-ERK1/2  expression in 
proliferating IEC-6 cells infected with Empty vector,  HA-tagged MEK1NES  or HA-
tagged H-RasV12. (n=3). (B) Representative examples of abnormal mitoses in IEC-6 cells 
infected for two weeks MEK1NES or H-RasV12. (C) Quantification of cell division defects 
IEC-6 cells infected for two weeks with empty vector, MEK1NES or H-RasV12. (D) 
Quantification of cell division defects in IEC-6 cells at different times post-infection with 
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H-RasV12. Mean ± SEM of 51 for 2-3 days, 55 for 3-4 days, 92 for 14 days, 77 for 4 weeks 
and 76 for 3 months post-infection. 
 
Aurora A overexpression leads to cytokinesis defects 
 
 We next monitored the expression of key mitosis regulators during asynchronous 
cell cycle. As shown in Figure 6.2a, expression of Aurora A, Aurora B, INCENP and 
Survivin are up-regulated in H-RasV12-expressing cells compared to empty vector-
expressing cells. Human colon carcinoma cell lines displaying activating mutations in 
KRAS (HCT116 and SW480) or BRAF (COLO 205 and HT29) genes also show an 
increased expression of these proteins in comparison to normal human intestinal epithelial 
cells (HIEC) (Figure 6.S2a). Relocalization of the CPCs from the chromosome arms in 
prophase, to the centromeres in prometaphase and to the midbody in telophase, is essential 
to proper function of the contractile ring and final abscission [569]. Remarkably, we 
observed that the CPCs are mislocalized in cytokinetic cells expressing H-RasV12. In 
addition to the normal midbody localization, a strong nuclear staining of Aurora B, 
INCENP and Surivivin is observed in these cells (Figure 6.S2b). CPCs must be degraded at 
the end of telophase for cells to exist mitosis normally [570].  As the CPCs are still 
expressed at the midbody, we propose that when the required amount of CPCs is present at 
the midbody, the rest of the overexpressed proteins simply stay at the centomeres and on 
the chromosomes' arms. 
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Figure 6.2. Overexpression of Aurora A induces cytokinesis defects. (A) Immunoblot 
analysis of mitotic regulators expression in proliferating IEC-6 cells infected with empty 
vector, H-RasV12 and Aurora A. (n=4). (B) Average duration of each step of mitosis. Mean 
± SEM of 44 vector- and 80 Aurora A-expressing cells. (C) Time-lapse video imaging of 
mitotic progression in IEC-6 cell populations overexpressing Aurora A and GFP-tagged 
histone H2B. Scale bar, 5 m. Arrow, intercellular bridge. (D) Quantification of cell 
division defects in IEC-6-Aurora A cells. 
 
  
 
188
 We also noticed a nuclear accumulation of Aurora A in all the H-RasV12-expressing 
cells, from the interphase to the end of cytokinesis (Figure 6.S2c). Aurora A protein 
normally localizes on duplicated centrosomes in late S phase,  and during early mitosis 
Aurora A remains associated with the centrosome and to both spindle poles and spindle 
microtubules until early G1 [571, 572]. At this cell stage, Aurora A is targeted by the 
APC/C and degraded by the proteasome in a Cdh1-dependent manner [573, 574]. Several 
cancers such as colorectal, pancreatic, bladder, ovarian, breast and squamous cells 
carcinoma displya aberrant nuclear staining of Aurora A [575-578]. The overexpression of 
the protein could possibly explain this aberrant localization. In agreement with that, 
overexpression of Aurora A-GFP in Hela cells was found to localize not only at the 
centrosome, but also in the cytoplasm and nucleus [579].  
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Figure 6.S2. Hyperactivation of ERK1/2 signaling dysregulates CPCs and Aurora A 
localization. (A) Immunoblot analysis of mitotic regulators expression in proliferating 
HIEC and colon cancer cells (n=4). (B) Immunofluorescence staining of Aurora B, 
INCENP and Survivin in IEC-6-H-RasV12 cells. Magnification 100X. Scale bar, 20 m. 
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(n=3). (C) Immunofluorescence staining of Aurora A in IEC-6-H-RasV12 cells. 
Magnification 100X. Scale bar, 20 m. (n=3). 
 
 Next we sought to investigate more specifically the role of Aurora A overexpression 
in our defective mitosis phenotype. Notably, a moderate overexpression of Aurora A in 
IEC-6 increases CPCs expression (Figure 6.2a) and induced mitotic aberration similar to H-
RasV12. Cytokinesis of more than one hour with long intercellular bridge is observed in 
67.5% of the IEC-6-Aurora A cells,  as well as furrow regression (51.3%) and binucleation 
(23.8 %) (Figure 6.2b-d; video 4). These data suggest that Aurora A could be involved in 
the cytokinetic defect induced by oncogenic Ras.                                                            
 
Partial knockdown of Aurora A reduces the mitotic defect in H-RasV12 expressing cells 
 
 To further evaluate the contribution of Aurora A, we expressed short-hairpin (sh) 
RNAs specifically targeting the Aurora A gene in IEC-6-H-RasV12 cells using VSV-
pseudotyped lentiviral vectors. We tested the effect of 3 distinct shRNAs for Aurora A 
(sh40, sh39 and sh41), and a non-silencing inactive shRNA (shNon-Target) was used as 
negative control in these experiments. We tried to downregulate the expression of Aurora A 
to levels similar to normal IEC-6 cells, because total inhibition of the kinase leads to 
abnormal spindle formation, mitotic catastrophe and multinucleation ([580] and our 
observations). As shown in Figure 6.3a, the partial knockdown of Aurora A by sh39 and sh 
41, in IEC-6-H-RasV12 cells reduced the expression of Aurora B, INCENP and Survivin to 
level similar to that of control IEC-6-Vector cells. Remarkably, live cell imaging reveals 
that partial knockdown of Aurora A not only reduces the cytokinesis length and the 
presence of intercellular bridges (Figure 6.3b-d; video 5), but also the mitotic abnormalities 
such as defective furrowing (Figure 6.3c-d) and binucleation (24.2% shNon-target, versus 
5.3% sh39 and 5.9% sh41). Interestingly, adequate localization of Aurora B (as well as 
INCENP and Survivin, not shown) was restored upon partial knockdown of Aurora A and 
all the cytokinetic cells show an exclusive midbody staining of the CPCs (Figure 6.S3). The 
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restoration of proper localization is probably due to the reduction of expression level as we 
proposed. 
 
            
Figure 6.3. Aurora A partial knockdown reduces mitotic defects in IEC-6 cells 
expressing oncogenic Ras. (A) Immunoblot analysis of the mitotic regulators expression 
in proliferating IEC-6-H-RasV12 cells infected with Non-Targeted shRNA and Aurora A 
shRNA (sh 40, sh39 and sh41) (n=3). (B) Average duration of each step of mitosis. Mean ± 
SEM of n=72 for vector, n=77 for H-RasV12, n=56 for H-RasV12 sh Non-Target, n=78 for H-
RasV12 sh39 and n=67 for H-RasV12 sh41.   (C) Time-lapse video imaging of a 
representative mitotic progression of IEC-6-H-RasV12 populations expressing GFP-tagged 
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histone H2B infected with Aurora A targeting sh41. Scale bar, 5 m. Arrow, intercellular 
bridge. (D) Quantification of cell division defects in IEC-6-H-RasV12 shRNAs-infected 
cells. 
                                    
 
Figure 6.S3. Aurora A partial knockdown restores CPCs localization in IEC-6 cells 
expressing oncogenic Ras. Immunofluorescence staining of Aurora B in IEC-6-H-RasV12 
cells infected by non-silencing inactive shRNA or Aurora A shRNA (sh39 and sh41). 
Magnification 100X. Scale bar, 20 m. (n=3). 
 
Partial  inhibition of ERK1/2 actitity in H-RasV12 expressing cells reduces mitotic 
aberration and diminishes aneuploidy 
 
 Since ERK1/2 hyperactivation increases the level of Aurora A, we next sought to 
treat IEC-6-H-RasV12 with a low dose (1 µM) of the MEK1/2 inhibitor, PD184352, to 
partially reduce ERK1/2 activation. As shown in figure 6.4a, reduction of ERK1/2 
phosphorylation to a level similar to non-transformed cells (IEC-6-Vector), reduces Aurora 
A overexpression. Interestingly, immunofluorescence of Aurora A revealed that the partial 
inhibition of ERK1/2 activation in IEC-6-H-RasV12 cells restores the proper localization of 
the kinase. Instead of a strong nuclear Aurora A staining, a centosomal staining is observed 
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in the mitotic cells. Proper localization of the CPCs Aurora B and Survivin is also reforced 
(not shown).  
 
 Live cell imaging of IEC-6-H-RasV12 cells treated with PD184352 revealed that 
partial inhibition of ERK1/2 phosphorylation reduces the length of cytokinesis. Only 6.6% 
of the IEC-6-H-RasV12 PD184352 treated cells had a cytokinesis of more than one hour, 
versus 76,6 % of the IEC-6-H-RasV12 DMSO control cells. The furrow regression is also 
reduced (13.4% versus 72.2%), as well as the binucleation (3.3% versus 27.7%), and 
multipolar divisions are completely abolished (Figure 6.4b-c). 
 
            
 
Figure 6.4.  Partial reduction of ERK1/2 phosphorylation reduces mitotic defects and 
aneuploidy in IEC-6 cells expressing oncogenic Ras. (A) Immunoblot analysis of 
phospho-ERK1/2 and Aurora A in proliferating IEC-6-H-RasV12 cells treated with 
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PD184352 (1M) (n=4). (B) Average duration of each step of mitosis. Mean ± SEM of 
n=84 for H-RasV12 DMSO control, n=82 for H-RasV12 treated with PD184352 (1M). (C) 
Quantification of cell division defects in IEC-6-H-RasV12 treated with PD184352 (1M). 
(D) Proportion of cells with >4N DNA content 7 days after infection of IEC-6 cells with H-
RasV12 treated with PD184352 1M or DMSO (n=3). 
 
 Since the partial inhibition of ERK1/2 activity can reduce mitotic defects, we 
wondered if long-term reduction of ERK1/2 hyperactivation can diminish aneuploidy. 
Following infection with H-RasV12, we treated or not, the IEC-6 cells with a low dose of 
PD184352 (1µM) for one week. Remarkably, FACS analysis of BrdU incorporation reveals 
that aneu/tetraploidy is observed in 0.9% of IEC-6-H-RasV12 PD184353 treated cells versus 
10.9% in IEC-6-H-RasV12 (Figure 6.4d). Thus, partial reduction of ERK1/2 signaling is 
sufficient to reverse the mitotic aberrations that lead to CIN, tetraploidy and aneuploidy 
induced by oncogenic Ras.  
 
DISCUSSION 
 
 We report for the first time that hyperactivation of ERK1/2 signaling by oncogenic 
Ras or sustained nuclear MEK-ERK1/2 signaling induces mitotic defects that lead to 
tetraploidy, aneuploidy and CIN. Genetic instability is a catalyst and defining characteristic 
of colorectal cancer [477]. The most prevalent form of genetic instability is CIN, which is 
observed in 70% of colorectal cancers and is associated with a poorer prognosis [581]. It 
has been proposed that tetraploidy is a genetically unstable state that can serve as an 
intermediate on the path to aneuploidy, CIN, and ultimately cancer [538]. Interestingly, we 
found that expression of H-RasV12 or sustained nuclear-MEK1 signaling induces 
cytokinetic defects that lead to furrow regression and binucleation. Live cell imaging 
revealed that these aberrations appear very early in the transformation process. Following 
oncogenic Ras expression, the first and only mitotic defect observed in IEC-6-H-RasV12 is 
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binucleation generated by furrow regression. Then, tripolar division, which induces 
aneuploidy, occurs (but only in tetraploid cells). After several days of infection with 
oncogenic Ras, other defects such as lagging chromosome, DNA bridge and micronuclei 
formation leading to CIN are observed and increase after each division (Figure 6.S1d). 
 
 Aurora A overexpression has been associated with CIN in colorectal cancer [582] 
and with a poor prognosis [583]. Here we report a marked increase in the expression and an 
aberrant nuclear localization of Aurora A in IEC-6-H-RasV12 cells (Figure 6.S2b) and in 
colorectal cancer cell lines. Overexpression of Aurora A has been reported to induce 
tetraploidization in vitro [557] and in vivo [584], although the detailed mechanism remains 
unclear. We found that oncogenic Ras or Aurora A overexpression dysregulates CPC 
expression and localization in IEC-6 cells. Interestingly, nuclear accumulation of the CPCs 
has been associated with malignancy. Higher nuclear expression of INCENP is positively 
correlated with the grade of B-cell lymphomas [585]. Similarly, high expression of 
Survivin and Aurora-B in nuclear fraction of head and neck squamous cell carcinoma 
(HNSCC), cell lines and tissues were associated with higher malignant behaviors [586].                         
 
 We also showed that ectopic expression of Aurora A in IEC-6 is sufficient to induce 
mitotic defect such as furrow regression, long intercellular bridges and cytokinesis 
impairment (which are also observed in IEC-6-H-RasV12 cells (Figure 6.2)). Reciprocally, 
Aurora A partial knockdown by shRNA significantly reduces these mitosis defects (Figure 
6.3) and corrects the mislocalization of CPC induced by oncogenic Ras (Figure 6.S2a), 
suggesting that Aurora A contributes to this phenotype.  
 
 Finally, the reduction of ERK1/2 hyperphosphorylation by a low dose of the 
MEK1/2 inhibitor was also found to reduce mitotic aberrations (Figure 6.4) and to correct 
Aurora A nuclear mislocalization (not shown). In addition, the partial inhibition of ERK1/2 
was shown to reduce aneuploidy induced by oncogenic Ras (Figure 6.4d). The implication 
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of the MEK/ERK1/2 signaling pathway in mitosis has always been controversial. The 
finding that sustained nuclear MEK-ERK1/2 signaling or oncogenic Ras expression impairs 
cytokinesis execution and yields tetraploid cells was unexpected. Few reports have 
implicated Ras in mitosis, and it has been proposed that the effects of Ras are mediated 
through the RalGEF effector pathway and the GTPases RalA and RalB [587]. But to our 
knowledge, the Raf/MEK/ERK1/2 pathway has never been implicated in cytokinesis, 
aneuploidy or CIN.  
 
 In conclusion, these observations suggest that hyperactivation of the Ras-ERK1/2 
signaling pathway, as a result of activating mutations in upstream regulators or 
overexpression of receptor tyrosine kinases, impact the expression/activity of cytokinesis 
regulators such as Aurora A and the CPCs. These misregulation result in functional defects 
and the generation of tetra/aneuploidy and CIN as we observed in this study. Targeted 
therapy with small molecule MEK1/2 inhibitors may provide clinical benefits in patients 
with activated KRAS tumors or when administered at an earlier stage of the disease to 
reduce CIN and further progression of the tumor. 
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 EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Cell Culture and Infections 
 The rat intestinal epithelial cell line IEC-6 and the human colorectal 
adenocarcinoma cell lines HCT116, SW480 and COLO 205 were cultured as 
previously described [278]. Human intestinal epithelial cells (HIEC) were kindly 
provided by JF Beaulieu (Université de Sherbrooke) and used as described [539].  
 
 IEC-6 cells were stably infected with retroviral vectors as previously described [493]. 
Populations of infected cells were selected for 2 days with 4 µg/ml puromycine. IEC-6 cell 
populations expressing MEK1 constructs and H2B-GFP were obtained by simultaneous 
infection with pBabe-MEK1 and pCLNR-H2B, followed by selection with puromycin and 
G418 (400 µg/ml). The shRNA constructs for Aurora A genes were purchased from Open 
Biosystems. The lentiviral infections were done as previously described [278]. 
 
Reagents, Antibodies and Plasmid Constructs  
 The MEK1/2 inhibitor PD184352 was obtained from LC Laboratories. Commercial 
antibodies were from the following sources: ERK1/2 from Upstate Biotechnology; 
phospho-ERK1/2 and phospho-Histone H3 from Cell Signaling Technology; INCENP, HA, 
p53, p21, -tubulin and GAPDH from Santa-Cruz Biotechnology; Aurora A and Aurora B 
from BD Transduction Laboratories; Survivin from Abcam. 
 
 The human HA-tagged MEK1NES and HA-tagged H-RasV12 constructs were 
previously described [6]. Briefly, MEK1NES was obtained by alanine substitution of two 
leucine residues in the NES of MEK1 (QKKLEELELD). All constructs were subcloned 
into pBabe-puro vector for retroviral infections. pBabe-puro-Aurora A and pCLNR-Neo-
H2B-GFP retroviral construct were purchased from Addgene. 
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Immunoblot Analysis and Immunofluorescence 
 Cell lysis and immunoblot analysis were performed as described previously [494]. 
For immunofluorescence staining, cells were processed as described [496]. Images were 
collected on a Leica DM IRB inverted microscope.  
 
Cell Cycle Analysis and Cell Sorting  
 For cell cycle analysis, exponentially proliferating cells were pulsed with 10 M 
BrdU for 2 h. The cells were scraped in PBS, fixed in cold 70% ethanol, and kept at –20°C 
until flow cytometry analysis. For staining, the cells were washed with blocking buffer 
(0.5% bovine serum albumin in PBS), and DNA was denatured with 2 N HCl in PBS. The 
cells were washed again and incubated for 2 min in 0.1 M sodium borate (pH 8.5) to 
neutralize remaining HCl. After washing with dilution buffer (blocking buffer with 0.5% 
Tween 20), the cells were incubated with anti-BrdU antibody (2.5 mg/ml) for 15 min, 
followed by incubation with Alexa Fluor 350–conjugated anti-mouse IgG for15 min. The 
cells were then washed with PBS and incubated on ice for 30 min in PI buffer (0.1% 
sodium citrate, 50 mg/ml PI, and 0.2 mg/ml RNase) in the dark. Fluorescence was recorded 
on a BD LSR II cytometer and the cell cycle distribution was determined using the 
FACSDiva software. 
 
Live Cell Imaging 
 IEC-6 cell populations co-expressing Nuclear-MEK1 or H-RasV12 or Aurora A and 
H2B-GFP were plated on 3-cm clear plates (Greiner). After 24 h, the cells were washed 
twice with PBS and cultured in 2 ml of imaging medium (Gibco) supplemented with 5 mM 
Hepes (pH 7.4). All live images were acquired using an epifluorescence microscope 
(personalDV, Applied Precision). The cells were imaged using a 60X/1.42 NA plan Apo 
objective. For every field of cells, a stack 9 z-slice spaced 1.5 µm was collected every 3 
min using a 0.15 sec exposure at 10% neutral density filtering in the fluorescence channel 
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for 24 h, in addition to a DIC reference image. Image sequences were viewed and annotated 
as overlays between maximum intensity projections of the z-stacks with the DIC images 
using SoftWoRx 3.6.2 and custom written MATLAB programs.  
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Chapitre 7:  
L’implication de la signalisation de MEK/ERK1/2 dans 
l'initiation et la progression du cancer colorectal          
chez  la souris 
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7.1 Mise en situation et objectif 
 
 Le chapitre 7 est un résumé des résultats préliminaires d'une étude en cours. 
L'objectif de ce projet est la détermination du rôle de la signalisation de MEK/ERK1/2 dans 
l'initiation, la progression et la maintenance du cancer colorectal in vivo. Afin de répondre à 
ces questions, une souris bitransgénique, exprimant MEK2 constitutivement activé dans 
l’intestin, de façon inductible, a été générée. 
 
7.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai effectué 100% des expériences et analyses présentées dans ce chapitre. J'ai écrit 
entièrement le texte et conçu toutes les figures.  
 
7.3  Introduction 
 
 Nous avons démontré dans les chapitres précédents, que l'hyperactivation de la voie 
de MEK/ERK1/2 est associée à la tumorigénèse colorectale. L’activation constitutive de 
MEK1 ou MEK2 est suffisante pour transformer des cellules intestinales épithéliales, 
déréguler la prolifération et induire la formation d’adénocarcinomes métastatiques de haut 
grade dans un modèle de transplantation orthotopique du côlon chez la souris (chapitre 4). 
La suractivation de l'activité de ERK1/2, par l'expression de Ras oncogénique ou de 
mutants de MEK1, engendre également des altérations du cycle cellulaire, une dérégulation 
de la mitose, en plus d’induire de l'aneuploïdie et de la CIN (chapitre 5). Plus encore, 
l'inhibition de l'hyperactivation de ERK1/2, à des niveaux s'approchant de ceux d'une 
cellule non transformée, corrige les aberrations mitotiques et réduit considérablement 
l'aneuploïdie induite par RAS activé (chapitre 6). 
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 En dépit de ces évidences impliquant l’activité de MEK/ERK1/2 dans la 
tumorigénèse colorectale, leurs rôles in vivo n'ont pas encore été clairement établis. De 
plus, les modèles de souris transgéniques exprimant une forme oncogénique de RAS n'ont 
pas permis d'apporter une réponse claire car les résultats manquent de cohérence. Une étude 
avait d’abord démontré que l’expression de KRAS oncogénique (K-RasV12), sous le 
contrôle du promoteur Villin (ciblant l'intestin et le colon), était suffisante pour induire 
diverses lésions intestinales, allant de la formation de foyers de cryptes aberrantes (ACF) 
jusqu'à la formation d'adénocarcinomes invasifs [588]. Toutefois, des études subséquentes 
ont montré que l’expression de KRAS oncogénique induit une hyperplasie pré-néoplasique 
diffuse de l’épithélium, mais pas d'adénome du côlon [522, 589]. Puis, plus récemment, 
l’expression de KRAS activé dans l'intestin a été associée à la formation de ACF dans le 
côlon proximal. L'addition de traitement avec l’azoxyméthane (AOM), un puissant agent 
carcinogène, a été nécessaire pour favoriser la progression des ACFs en microadénomes 
dysplasiques [590]. Nonobstant ces différences, la voie de Ras peut mener à l’activation 
d'autres voies de signalisation, telles que la voie de PI-3 Kinase ou de RALGDS [2, 3]. La 
question de la potentielle implication de MEK/ERK1/2 dans la tumorigénèse colorectale in 
vivo demeure donc entière.  
 
7.4 Matériels et méthodes  
 
Génération du transgène 
 La construction tet-O-PhCMV-HA-MEK2DD a été générée à partir du vecteur tet-
O-PhCMV qui a été fourni par N. Labreque [591]. Brièvement, le vecteur d'expression tet-
O-PhCMV contient 7 copies de l'opérateur tetO, qui sont fusionnées à la boîte TATA du 
promoteur du cytomégalovirus (PhCMV). HA-MEK2DD (chapitre 4) a été cloné dans le 
vecteur tet-O-PhCMV en HindIII-XbaI.  
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Génération de la souris transgénique HA-MEK2DD 
 La construction a été linéarisée par digestion avec KpnI, purifiée par élution 
(QiaexII) et filtrée sur colonne Elutip-D (Schleicher&Schuell).  Le transgène purifié a été 
microinjecté dans des ovules fertilisés, à la plate-forme de transgénèse de l'Institut de 
recherche en immunologie et cancérologie (IRIC), puis les ovules ont été implantés dans 
des femelles pseudo-gestantes de fond génétique FVB. Les souris obtenues ont été 
génotypées par PCR avec les amorces Tet-O 31-TGG ATC GGT CCC GGT GTC TTC 
TAT et Tet-O 51-TTT ACC ACT CCC TAT CAG TGA TAG dans les conditions de PCR 
suivantes; dénaturation 95°C, durant 2 min; hybridation, 57 °C durant 0,5 min; extension, 
72 °C durant 0,75  min, pour un total de 35 cycles. 
 
Maintenance et induction des souris transgéniques 
 Les souris ont été hébergées à l'animalerie de l'IRIC dans des conditions sans 
pathogène, tel que décrit dans Rousseau et al, 2010 PNAS. Les souris HA-MEK2DD ont 
été maintenues en fond mixte et ont été croisées ou non, avec la souris Villin-rtTA [592]. 
L'induction de l'expression de la protéine transgénique HA-MEK2DD s'est effectuée par 
l'ajout de 500g/ml de doxycycline dans l'eau de breuvage des souris. 
 
Analyses histologiques 
 Les différents tissus ont été prélevés et fixés à la formaline 10%, tel que décrit dans  
Rousseau et al. [593]. 
 
Marquage immunohistochimique et analyse par immunobuvardage  
 Tel que décrit au chapitre 5. 
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7.5 Résultats 
 
7.5.1 Validation de la souris transgénique 
 
 La construction permettant de créer la souris transgénique a été produite en clonant 
le mutant MEK2DD (MEK2S222D/S226D), marqué de l'épitope HA, en aval de l'élément 
heptamérique TetO, fusionné à un promoteur CMV. La transfection du plasmide dans des 
cellules HEK293T, traitées subséquemment à la doxycycline durant 48 heures, a permis 
l'expression de la protéine HA-MEK2DD, tel qu'attendu (Figure 7.1).  
                      
                        
Figure 7.1. Expression de la construction TetO-HA-MEK2DD dans des HEK293T, 
induit à la doxycycline durant 48 heures. 
 
 La construction, validée et séquencée, a ensuite été injectée dans des ovules de 
souris fertilisés, à l'IRIC. Le génotypage par PCR des 112 souriceaux obtenus à la suite de 
l'implantation des ovules microinjectés, a démontré que quinze souris possédaient le 
transgène. De ces quinze clones, trois souriceaux de moins de deux mois ont dûs être 
euthanasiés en raison de lésions hyperplasiques (figure 7.4). Des cohortes d'animaux ont été 
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générées afin de déterminer quels étaient les meilleurs clones parmi les douze animaux qui 
possédaient le transgène. Pour ce faire, chaque clone a été croisé, avec la lignée de souris 
Villin-rtTA, afin qu'une induction par la doxycycline de la protéine transgénique (HA-
MEK2DD), soit possible. Les cinétiques de traitements à la doxycycline, sur ces souris 
HA-MEK2DD/Villin, ont révélé que seulement six des clones étaient habilités à exprimer 
HA-MEK2DD (clone 718, 721, 745, 725, 786 et 810). De ces six animaux, deux clones 
(810 et 725) exprimaient HA-MEK2DD à des niveaux satisfaisants et de manière dose-
dépendante dans le côlon. Finalement, le clone 725 a été sélectionné pour la génération des 
cohortes d'expérimentations car son induction était entièrement répressible par le retrait de 
la doxycycline de l'eau de breuvage (figure 7.2), contrairement au clone 810 qui démontrait 
toujours une légère expression de HA-MEK2DD.  
                                 
                                    
 
Figure 7.2 Induction de l'expression de la protéine transgénique HA-MEK2DD dans 
le colon du clone 725 par ajout de doxycycline. (NI= non induit, R= réprimé (induit à 500 
g/ml de doxycycline 2 semaines et réprimé 2 semaines), I-100= induit 2 semaines à 100 
g/ml de doxycycline et I-500= induit 2 semaines à 500 g/ml de doxycycline) 
 
 La souris Villin-rtTA, que nous avons utilisée pour l'expression ciblée dans le côlon 
et l'intestin, a été générée par l'équipe du Dr Smith [592]. Lors de la caractérisation, ils ont 
croisé leur souris Villin-rtTA avec une souris exprimant l'histone H2B, couplé à la GFP 
(H2B-GFP), afin de s'assurer que la souris Villin-rtTA permette une expression ciblée 
uniquement dans l'intestin et le côlon. Ils ont observé que le promoteur Villin permet une 
expression spécifique dans le côlon et l'intestin mais, toutefois, ils ont observé un faible 
niveau d’expression dans l'estomac et le rein [592]. À la suite de l'analyse des divers tissus 
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de notre clone 725, nous avons observé une forte expression de HA-MEK2DD dans le 
côlon et l'intestin, tel qu'attendu mais, aussi, modérément dans l'estomac (figure 7.3). 
 
 
                                         
Figure 7.3 Expression de la protéine transgénique HA-MEK2DD dans les différents 
organes du clone 725 induit avec 500 g/ml de doxycycline durant 2 semaines. 
 
 Il est à noter qu'avant même de pouvoir procéder au génotypage des souris, certains 
animaux, âgés d'à peine trois semaines, ont dû être euthanasiés en raison de diverses 
pathologies, telles que des faiblesses, des paralysies, des crises d'épilepsie et des tumeurs 
variées. De même, lors de la génération des cohortes pour la sélection des meilleurs clones, 
trois animaux ont dus être sacrifiés avant de pouvoir procéder à la génération des cohortes. 
Les trois souris euthanasiées étaient moribondes et arboraient plusieurs lésions sur le 
museau et les pieds (figure 7.4 A et B). (Ces animaux n'avaient pas encore été croisés avec 
la souris Villin-rtTA). 
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Figure 7.4. Lésions observées sur les souris transgéniques HA-MEK2DD âgées de 2 
mois. A) Museau. B) Pied.  (Les flèches indiquent les papillomes).                                                   
 
 L'analyse histologique des tissus de ces souris par un pathologiste, a révélé une forte 
hyperplasie de l'épithélium squameux et la présence d'hyperkératose orthokératosique dans 
ces lésions. Un épaississement des couches épidermiques, d'un niveau dix fois supérieur à 
la normale, est observé. Les lésions sur le museau sont une forme de papillome malpighien 
bénin et quelques-uns des ces papillomes sont ulcérés (figure 7.5 A). La papillomatose des 
pieds présente des lésions d'hyperkératosées très marquées en forme de cloches d'église 
(figure 7.5 B). Ce type d'hyperplasie s'observe notamment lors d'infections virales avec le 
virus du papillome humain (HPV). 
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      A                                                                B 
                         
 
Figure 7.5 Analyse histologique par coloration Hématoxyline/Eosine (HE) des lésions 
observées chez les souris HA-MEK2DD. A) Papillome malpighien du museau avec 
ulcération. B) Papillomatose hyperkératosée du pied. (Les flèches indiquent 
l'hyperkératinisation).  
 
 Les lésions observées dans ces souris sont probablement dues à l'expression 
aberrante de la protéine transgénique HA-MEK2DD. Une insertion du transgène dans une 
région transcriptionnellement très active ou encore dans un locus conférant de nouvelles 
propriétés activatrices au promoteur inductible pourraient expliquer cette expression 
aberrante de la protéine transgénique, même si les souris HA-MEK2DD n'avaient pas 
encore été croisées avec les souris transgéniques possédant le promoteur villin-rtTA ni 
traitées à la doxycycline. Il est aussi possible que l'activité basale du promoteur du 
transgène permettre une faible expression de la protéine transgénique. Les analyses 
d'immunobuvardages effectuées sur ces lésions ont d'ailleurs révélé une expression de HA 
dans ces tissus (non montré). Bien que ces résultats ne puissent pas être considérés pour une 
publication, il est très intéressant de savoir que l'expression de MEK2 actif peut engendrer 
de l'hyperplasie de l'épithélium. 
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7.5.2 L'expression de MEK2 constitutivement actif dans l'intestin engendre de 
l'hyperplasie lymphoïde 
 
 Les souris bi-transgéniques HA-MEK2DD/Villin inductibles à la doxycycline sont 
actuellement sous protocole depuis avril 2010. L'étude est constituée de cinq groupes de 
souris contenant de 15 à 20 animaux chacun : 
 
1) HA-MEK2DD/doxycycline (contrôle négatif) 
2) Villin/doxycycline (contrôle négatif) 
3) HA-MEK2DD/Villin/doxycycline 
4) HA-MEK2DD/Villin/doxycycline/retrait doxycycline (retrait de la doxycycline dès 
l'apparition des premières tumeurs) 
5) HA-MEK2DD/Villin/doxycycline (euthanasie d'une souris par mois afin de suivre 
l'apparition des tumeurs) 
 
 Les analyses immunohistochimiques des souris HA-MEK2DD/Villin/dox ont révélé 
un marquage HA dans les villosités, tel qu'attendu. Une forte augmentation de la 
phosphorylation de ERK1/2, dans l'intestin et le côlon des souris HA-MEK2DD/Villin/dox 
par rapport aux souris contrôles Villin/dox, a également été observée en 
immunohistochimie et en immunobuvardage (figure 7.6).  
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Figure 7.6. Marquage immunohistochimique de phospho-ERK1/2 dans le côlon et 
l'intestin des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induites à la doxycycline 500 g/ml 
depuis 4 mois. Immunohistochimie phosph-ERK1/2. A) Côlon de la souris HA-
MEK2DD/Villin/dox B) Intestin de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox. C) Côlon de la 
souris Villin/dox. D) Intestin de la souris Villin/dox.  
 
 
 Parmi les animaux du groupe cinq et quelques-uns du groupe deux qui ont été 
sacrifiés jusqu'à présent, toutes les souris HA-MEK2DD/Villin/dox affichaient de 
l'hyperplasie lymphoïde bénigne dans le côlon et l'intestin. Les souris HA-
MEK2DD/Villin/dox sacrifiées après seulement deux mois d'induction arboraient déjà de 
nombreux et volumineux foyers d'inflammation dans l'intestin et le côlon (figure 7.7 A et 
B). Il est possible que la doxycycline modifie la flore intestinale des souris, ce qui pourrait 
mener à l'inflammation des muqueuses intestinales et expliquer le phénotype inflammatoire 
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observé. Toutefois, les souris contrôles Villin/dox ont très peu d'inflammation et les 
quelques foyers détectables sont beaucoup plus petits et moins nombreux (figure 7.7 C et 
D). Selon le pathologiste, les souris HA-MEK2DD/Villin/dox sont affligées d'une 
importante hyperplasie des tissus lymphoïdes (plus que les souris contrôles), mais ce niveau 
d'inflammation ne peut toutefois pas être considéré pathologique car il n'y a aucune marque 
d'ulcération ou d'abcès dans l'épithélium.  
 
      
 
Figure 7.7 Côlon et intestin des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induites à la 
doxycycline 500 g/ml depuis 2 mois. Coloration H-E. A) Côlon de la souris HA-
MEK2DD/Villin/dox B) Intestin de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox. C) Côlon de la 
souris Villin/dox. D) Intestin de la souris Villin/dox. (Les flèches indiquent les foyers 
lymphoïdes). 
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 Après huit mois d'induction à la doxycycline, la muqueuse du côlon des souris HA-
MEK2DD/Villin/dox s'est amincie à plusieurs endroits et un important œdème de la sous-
muqueuse a été observé (figure 7.8 A), ce qui contraste avec la souris contrôle (figure 7.8 
B). L'épaississement anormal de la sous-muqueuse semble être un phénomène vasculaire et 
ne présente pas de signe d'ulcération. Il est à noter que l'œdème pourrait être associé à une 
mucinose car une infiltration de cellules à mucus est observée dans l'œdème (figure 7.8 C). 
Après huit mois, les foyers d'hyperplasie lymphoïde présents dans le côlon de la souris HA-
MEK2DD/Villin/dox ont augmenté en taille (figure 7.8 D). La présence d'œdèmes et de 
foyers d'inflammation lymphoïde sont des phénotypes observés dans les maladies 
inflammatoires de l'intestin, telles que la maladie de Crohn et les colites ulcéreuses [594]. 
Toutefois, les manifestations que nous observons dans notre souris transgénique HA-
MEK2DD sont, à ce stade-ci, beaucoup plus bénignes que les lésions observées dans les 
maladies inflammatoires de l'intestin. 
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Figure 7.8 Côlon des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la doxycycline 500 
g/ml depuis 8 mois. Coloration H-E. A) Côlon de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox B) 
Côlon de la souris Villin/dox. (Les flèches en A et B indiquent l'épaisseur de la sous-
muqueuse). C) Oedème du côlon de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox (Les flèches 
indiquent les cellules à mucus). D) Volumineux foyer d'hyperplasie lymphoïdes dans le 
côlon de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox. 
 
 L'épithélium de l'estomac de la souris HA-MEK2DD/Villin a également été affecté. 
Après quatre mois d'induction à la doxycycline, un processus de kératinisation bénin est 
observé (figure 7.9 A), alors que la souris contrôle Villin/dox n’a démontré aucun signe 
d'anomalie (figure 7.9 B). Après huit mois d'induction, des squames d'hyperplasie focale de 
l'estomac sont observés et le revêtement stomacal est irisé, l'épithélium est papillomateux, à 
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la limite de la transformation hyperplasique (figure 7.9 C). L'estomac de la souris contrôle 
n’a démontré aucun phénotype, même après huit mois de doxycycline (figure 7.9 D).  
 
     
 
Figure 7.9 Estomac des souris HA-MEK2DD/Villin et Villin induite à la doxycycline 
500 g/ml depuis 4 et 8 mois. Coloration H-E. A) Estomac de la souris HA-
MEK2DD/Villin/dox, 4 mois d'induction. B) Estomac de la souris Villin/dox, 4 mois 
d'induction. C) Estomac de la souris HA-MEK2DD/Villin/dox, 8 mois d'induction. D) 
Estomac de la souris Villin/dox, 8 mois d'induction (Les flèches indiquent la 
kératinisation). 
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7.6 Discussion 
 
 La présence d'hyperplasie de l'épithélium squameux et d'hyperkératose 
orthokératosique dans les lésions observées dans les souris HA-MEK2DD (figure 7.5 A et 
B) est très intéressante. Il est encourageant de savoir que l'expression de MEK2 actif peut 
engendrer de l'hyperplasie, car il avait été précédemment rapporté que l'expression de 
MEK1 actif dans l'épithélium, était suffisante pour induire une hyperplasie bénigne, alors 
que l'expression de MEK2 activé n'avait pas réussi à engendrer de phénotype [124]. Ainsi, 
la présence d'hyperplasie et d'hyperkératose dans les lésions des tissus épithéliaux de ces 
souris laisse présager qu'il serait possible que l'expression de MEK2 actif, dans l'intestin et 
le côlon, puisse mener à une transformation l'épithélium et peut-être engendrer de 
l'hyperplasie. 
 
 Actuellement, après 12 mois d'induction, les souris HA-MEK2DD/Villin/dox n'ont 
toujours pas développé d'hyperplasie de l'épithélium intestinal, de cryptes aberrantes ou de 
polypes intestinaux. Par contre, une hyperplasie des tissus lymphoïdes intestinaux, ainsi 
que de l'œdème de la sous-muqueuse du côlon et de l'hyperkératinisation de l'estomac, à la 
limite de la normale, sont observés. Nous pouvons conclure pour le moment, que 
l'activation de la voie MEK/ERK1/2, n'est pas suffisante, à elle seule, pour engendrer la 
tumorigénèse intestinale. Toutefois, cela reste à suivre. 
 
 Il n'est pas exclu que plus de temps soit requis pour l'émergence d'hyperplasie et de 
polypes. À titre d'exemple, les souris transgéniques p75 et p110, des modèles pour le cancer 
du sein, ont une latence moyenne de 20,5 mois avant l'émergence des premières tumeurs 
des glandes mammaires [595]. Similairement, le modèle de souris transgénique exprimant 
une forme tronquée du domaine intracellulaire de Notch4/Int3 (h-Int3sh), développe des 
tumeurs mammaires avec une latence pouvant aller jusqu'à 24 mois, selon les fonds 
génétiques des souris [596]. Plus près de nous, les souris transgéniques exprimant KRAS 
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oncogénique dans le colon, selon les modèles, peuvent prendre plus de 12 mois avant 
l'apparition des premières cryptes aberrantes [588]. Nous avons d'ailleurs au laboratoire des 
souris qui exprime K-RasV12 dans l'épithélium intestinal et nous avons dû attendre plus de 
15 mois avant d'observer un premier polype intestinal pré-néoplasique.  
 
 Il est aussi possible que le niveau d'expression de MEK2DD ne soit tout simplement 
pas suffisant pour engendrer la formation de polype. La dose de doxycycline que nous 
utilisons est de 500 μg/ml, contrairement à la plupart des protocoles similaires, où une dose 
de 2 mg/ml est employée [592, 597]. Il est tout à fait possible qu'une induction de la 
protéine MEK2DD à des niveaux supérieurs, soit requise pour initier une transformation de 
l'épithélium intestinal.  
 
 Ceci étant dit, sachant que les maladies inflammatoires intestinales augmentent 
jusqu'à 66% l'incidence de cancer colorectal, le fait d'avoir une inflammation chronique 
pourrait être une prémisse à la transformation et à la tumorigénèse subséquente [433, 434]. 
D'ailleurs, l'inflammation chronique de l'intestin fait partie des trois facteurs de risques 
associés aux cancers colorectaux [598]. Similairement aux cancers sporadiques, la 
carcinogenèse du côlon, associée aux maladies inflammatoires, est une conséquence 
d'événements séquentiels reliés à des mutations génétiques et à une expansion clonale de 
ces cellules aberrantes (figure 7.10)  [457, 598]. 
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Figure 7.10. Schéma de la tumorigénèse colorectale induite par une inflammation 
chronique. (Tiré de Ullman et Itzkowitz. 2011. Gastroenterology. [599]). 
 
 En effet, la séquence d'altérations génétiques associées à la tumorigénèse des 
cancers colorectaux sporadiques et celle associée aux maladies inflammatoires est 
semblable. L'hyperméthylation de hMLH1 est observée dans les néoplasies émergeant des 
cancers colorectaux associés aux colites (CCAC) [600]. Et tout comme pour les cancers 
colorectaux sporadiques, de la CIN (85%) et de la MIS (15%) y sont retrouvées dans des 
proportions similaires  [601-603]. Les CCACs affichent également une perte de fonction de 
p53 dans 50% à 85%  des cas [604, 605]. D'ailleurs, une forte fréquence de mutation de p53 
est observée dans la muqueuse enflammée des patients atteints de colite ulcéreuse qui n'ont 
pas de cancer, indiquant qu'une inflammation chronique prédispose à des mutations de p53 
[606]. D'ailleurs, une perte de p53 est fréquemment détectée dans la muqueuse enflammée 
mais non-dysplasique [605, 607]. Fait intéressant, dans la majorité des cas de cancers 
associés aux maladies inflammatoires de l'intestin, les lésions néoplasiques émergent d'une 
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zone d'inflammation chronique [608], similaire à celles que nous observons dans nos souris 
HA-MEK2DD/Villin/dox.  
 
 Divers modèles de souris ont aussi clairement corrélé l’inflammation chronique et la 
tumorigénèse colorectale [609, 610]. La souris Stat3, qui possède une déplétion 
conditionnelle de Stat3 (signal de transduction et d'activation de la transcription 3) dans les 
macrophages, est un modèle pour les maladies inflammatoires de l'intestin (IBD). Ces 
animaux Stat3-/- produisent de plus grandes quantités des cytokines pro-inflammatoires 
telles que l'IL-1, le TNF et l'IFN et développent rapidement des colites spontanées, qui se 
caractérisent par une infiltration de lymphocytes et une augmentation de l'épaisseur de la 
muqueuse intestinale [611]. Le degré de dysplasie est directement corrélé au degré 
d'inflammation et 68% des souris développent une hyperplasie, 63% une dysplasie et 16% 
un carcinome colorectal. Ces proportions sont d'ailleurs similaires à ce qui est observé chez 
les patients atteints de IBD [612]. D'autres modèles, comme la souris avec une inactivation 
du gène de l'IL-10, développent des colites avec des lésions s'apparentant à la maladie de 
Crohn. Plus de 60% des souris IL-10-/- développent un carcinome du côlon [613]. Il est 
donc possible que notre modèle de souris HA-MEK2DD/Villin/dox donne un phénotype 
s'apparentant davantage aux IBDs, qu'à un phénotype de tumorigénèse colorectale. 
  
 Certains travaux ont d'ailleurs corrélé une augmentation de la phosphorylation des 
MAPKs ERK1/2, p38 et JNK dans les IBDs [614-616]. L'une des caractéristiques de 
l'inflammation intestinale associée aux IBDs, est la présence d'une infiltration de 
lymphocytes dans la muqueuse intestinale [617]. Récemment, un rôle de ERK1/2 dans la 
régulation de l'adhésion et la migration des lymphocytes dans les IBDs a été mis en relief. 
L'utilisation du PD98059, un inhibiteur de MEK1/2, a engendré une diminution de 
l'adhésion des lymphocytes à la surface des cellules endothéliales microvasculaires de 
l'intestin (IMEC). L'inhibition de l'activation de ERK1/2 a été associée à une réduction de 
ICAM-1 et FKN, qui sont requis pour l'adhésion des lymphocytes aux IMECs. Une 
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inhibition de la migration des lymphocytes à la surface des IMECs, de même que 
l'inhibition de l'IL-8 et MCP-1, qui sont des chémokines chimioattractantes pour les 
lymphocytes, ont aussi été observées [614]. 
 
 Également, l'expression de MEK2DD dans les cellules IEC-6 a notamment été 
associée à une augmentation de TGF- et du récepteur de chémokine, CCR1 (tableau II).  
Des études menées dans des modèles de cancer du sein chez la souris, ont rapporté que les 
récepteurs CCR1, -2, 3 et -5 sont exprimés par les lymphocytes T qui ont infiltré les 
tumeurs [618, 619]. Robinson et al. [618], ont aussi démontré qu'un traitement avec un 
antagoniste de CCR1/CCR5 (Met-CCL5) chez ces souris, engendre une réduction de la 
taille des tumeurs et de l'infiltration des macrophages et augmente la nécrose tumorale. La 
forte activation de ERK1/2 dans l'intestin des souris HA-MEK2DD/Villin pourrait 
potentiellement favoriser l'expression de CCR1 et augmenter l'infiltration des lymphocytes. 
Une augmentation de TGF- est observée dans les muqueuses de l'intestin des patients 
atteints de colites ulcéreuses (active ou inactive) ou de la maladie de Crohn. 
L'augmentation de l'expression de TGF- a par ailleurs été corrélée avec la durée de la 
maladie. L'expression de TGF- a été associées à une hyperprolifération épithéliale et à une 
augmentation du risque de développer une malignité associée au colites ulcéreuses de 
longue durée [620]. Il est donc possible que l'expression de HA-MEK2DD induise une 
augmentation de CCR1 et TGF-  dans l'intestin des souris transgéniques, ce qui pourrait 
mener à une pathologie s'apparentant aux IBDs. Cela reste à déterminer.  
 
7.7 Perspectives 
 
 Afin de déterminer si l'inflammation observée dans l'intestin et le côlon de la souris 
HA-MEK2DD/Villin/dox pourrait s'apparenter à une quelconque pathologie de l'intestin, il 
faudrait procéder à la caractérisation du type d'inflammation présent. Dans un premier 
temps, il faudrait déterminer si l'inflammation est engendrée par une infiltration de 
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macrophages, de neutrophiles ou d’éosinophiles, par le biais de marquages 
immunohistochimiques ou des analyses par immunobuvardage. Par exemple, la présence 
d'une eosinophilie est associée à un haut risque d'évolution en carcinome [454]. Également, 
il faudrait déterminer si la réaction d'inflammation est médiée par des réponses de type Th1, 
Th2 , Th17 ou Treg et évaluer la modulation des cytokines. Ces données permettraient de 
déterminer si nous avons une inflammation s'approchant d'une pathologie inflammatoire, 
telle que la colite ulcéreuse ou si nous avons simplement une inflammation bénigne, non 
spécifique. 
 
 À moyen terme, il serait intéressant d'ajouter des cohortes d'animaux qui recevraient 
des traitements à l'AOM. Étant donné la présence d'inflammation dès les premiers mois 
suivant l'induction de MEK2DD, l'ajout de l'AOM pourrait être l'élément déclencheur qui 
permettrait l'apparition de tumeur chez les souris HA-MEK2DD/Villin/dox.   
 
 Ceci étant dit, à la lumière des résultats obtenus après huit mois d'induction, nous 
avons décidé de lancer des groupes d'expérimentation supplémentaires avec des souris 
triples transgéniques. Des cohortes avec les modèles de souris p53 knockout et APCmin, 
croisées avec nos souris HA-MEK2DD/Villin, ont été ajoutés; la génération des cohortes 
est actuellement en cours et non complétée. Ainsi, quatre groupes supplémentaires ont été 
additionnés au protocole de base : 
 
6) p53-/-/Villin/doxycycline  
7) APCmin/Villin/doxycycline  
8) HA-MEK2DD/p53-/-/Villin/doxycycline  
9) HA-MEK2DD/APCmin /Villin/doxycycline 
 
 La souche de souris APCmin est une lignée hautement sensible aux adénomes 
intestinaux spontanés. Les souris hétérozygotes élevées avec une diète riche en gras 
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développent plus d'une trentaine d'adénomes dans l'intestin en seulement quelques mois 
[621]. Les animaux APCmin décèdent habituellement vers quatre ou cinq mois en raison 
d'anémie, de cachexie et d'occlusion intestinale [622]. Les souris p53-/- homozygotes, quant 
à elles,  développent des tumeurs (principalement des sarcomes et des lymphomes) aux 
alentours de quatre à six mois. Quant aux souris hétérozygotes (celles que nous utiliseront), 
l'émergence de tumeurs variées s'observe aux alentours de dix mois [623]. 
 
 L'ajout de ces groupes d'expérimentation permettra peut-être de démontrer un rôle 
de potentialisation de l'activité de MEK/ERK1/2 dans la tumorigénèse intestinale. Cela 
reste à suivre. 
 
 
 
 
 
 
 
  
Chapitre 8: 
La découverte de nouveaux rôles de MEK/ERK1/2 dans 
l'induction de l'aneuploïdie et l'instabilité 
chromosomique 
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8.1 Mise en situation et objectif 
 
 Le chapitre 8 rend compte des résultats préliminaires d'études présentement en 
cours. La caractérisation des mécanismes associés à la CIN, la tétraploïdie et l'aneuploïdie 
induits par la voie de Ras-ERK1/2, de même que la détermination d'un rôle potentiel de 
MEK/ERK1/2 dans la régulation de la mitose, y sont abordés.  
 
8.2 Contribution des auteurs 
 
 J'ai effectué 100% des expériences et analyses présentées dans ce chapitre. J'ai écrit 
entièrement le texte et conçu toutes les figures.  
 
8.3 Introduction 
 
 L'aneuploïdie est une des caractéristiques majeures qui distingue les cellules 
tumorales des cellules normales. Chaque tumeur possède un réarrangement anormal de 
chromosomes qui lui est propre et qui lui confère des caractéristiques particulières. Deux 
routes peuvent mener à l'aneuploïdie : i) une accumulation du nombre de chromosomes 
intactes dans une cellule (ces chromosomes surnuméraires proviendraient de défauts de la 
mitose) et; ii) des réarrangements dans la structure des chromosomes, tels que des 
délétions, des translocations et des amplifications, qui surviennent à la suite de bris dans 
l'ADN. Plusieurs évidences ont démontré, que de tels réarrangements, sont directement 
associés au développement tumoral. Par contre, la contribution de l'aneuploïdie, induite par 
la présence de chromosomes surnuméraires intacts, demeure controversée [624].  
 
 Il a été proposé que les cellules aneuploïdes pourraient provenir, dans certains cas, 
d'un intermédiaire tétraploïde. La division défectueuse de ces cellules tétraploïdes instables 
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engendrerait alors des cellules aneuploïdes [538]. Toutefois, les évidences directes 
permettant d'étayer cette hypothèse manquent toujours. Une autre interrogation subsiste 
également, à savoir si l'aneuploïdie est une cause ou une conséquence de la transformation 
maligne [625]. Les résultats préliminaires que nous avons obtenus dans le laboratoire, grâce 
au modèle des cellules IEC-6-H-RasV12, nous amènent quelques pistes de réflexions. 
 La découverte d'un nouveau rôle de la voie de signalisation de Ras-ERK1/2 dans la 
CIN, la tétraploïdie et l'aneuploïdie était inattendue (chapitre 5 et 6). Plus de 70 gènes ont 
été associés à l’intégrité du génome et à la CIN. Parmi ceux-ci se retrouvent les gènes de 
réparation de mésappariement des bases (MSH2 et MLH1), de recombinaison non-
homologue (XRCC5, LIG4, XRCC4 et PRKDC) et des voies de signalisation associées aux 
dommages à l’ADN (ATM, ATR, CHEK1, CHEK2, TP53, BRCA1, BRCA2, BLM et 
NBS1 (revue dans [626]). Leur dérégulation contribue à l'instabilité génétique via des 
altérations du génome et, en l'absence de checkpoints efficaces, les cellules entrent en 
mitose avec des bris dans l'ADN, ce qui peut directement mener à des erreurs de 
ségrégation des chromosomes [627]. 
 
 La dérégulation ou l'inactivation de p53 [628, 629] et BRCA2 [630] a également été 
associée à l'augmentation du nombre de centrosomes. L'amplification du nombre de 
centrosomes engendre des erreurs de ségrégation des chromosomes qui peuvent, à leur tour, 
générer la formation de micronoyaux et, par conséquent, mener à la CIN. Un nombre 
anormal de centrosomes altère également la formation du fuseau mitotique, ce qui peut 
conduire à des catastrophes mitotiques, telles que les divisions multipolaires (qui mènent à 
l'aneuploïdie) [631, 632]. De plus, la présence d'aneu/polyploïdie dans une cellule 
déstabilise davantage les chromosomes, ce qui contribue à accentuer les erreurs de 
ségrégation des chromosomes et à amplifier les aberrations mitotiques [627]. 
 
 La dérégulation des régulateurs du cycle cellulaire, tels que la suractivation des 
complexes CDK4/6/Cyclin D1 [633] et de la Cycline E [634], la perte de Rb [635, 636], de 
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même que la dérégulation de Cdc25 [554, 637], ont aussi été associés à l'augmentation du 
nombre de centrosomes. La surexpression et/ou amplification de régulateurs mitotiques, tel 
qu’Aurora A, a été directement liée avec l'augmentation du nombre de centrosomes [552] et 
la formation de cellules binucléées [638]. La surexpression ou l’amplification de PLK1 
[638], ainsi que KIF11 et Aurora B, ont aussi été associés à des échecs de la cytocinèse et à 
la tétraploïdie [639]. L'altération des membres du SAC, tels que MAD2L1 et BUB1B, 
peuvent mener à des échecs de la mitose et à la génération de cellules tétraploïdes [638, 
640]. La dérégulation de PLK4, associée à la duplication des centrosomes et de LATS1, 
requis pour l'activation du SAC, ont également été associés à la tétraploïdisation [641, 642].  
 
 De nombreux mécanismes ont été associés avec la génération de cellules 
tétraploïdes dans la littérature. Premièrement, un phénomène d'endoreplication de l'ADN, 
où les cellules dupliquent leur ADN durant la phase S sans qu'il n’y ait de division 
subséquente, engendre des cellules tétraploïdes mononucléées. Ce processus physiologique 
est notamment observé dans les mégacaryocytes [643]. Un dommage persistant des 
télomères a également été associé à un arrêt des cellules à la transition G2/M et à une 
absence de division. Après un certain laps de temps, les cellules entrent dans un nouveau 
cycle et une deuxième phase S (sans qu'il n’y ait eu de mitose au cycle précédent), suivie 
d'une division, engendre alors la tétraploïdie [644]. Deuxièmement, un échec de la 
cytocinèse est aussi une voie vers la tétraploïdie, générant alors une cellule binucléée et 
tétraploïde. Ce phénomène peut survenir via une régression du sillon de clivage, lors de la 
télophase [548]. Troisièmement, un autre mécanisme, nommé « mitotic slippage », moins 
bien caractérisé, a aussi été proposé. Il semblerait que des défauts dans la réplication de 
l'ADN ou dans les mécanismes de réparation de l'ADN puissent produire un signal qui 
bloque les cellules en cytocinèse, engendrant subséquemment la tétraploïdie. Il a été 
observé que l’Orc6, une composante du complexe d'initiation de réplication de l'ADN et 
BRCA2, un supresseur de tumeur et un facteur de réparation de l'ADN, doivent absolument 
être localisés au sillon de clivage et au midbody pour que la cytocinèse puisse être 
  
 
227
complétée [645, 646]. Quatrièmement, un phénomène de pont d'ADN en anaphase et en 
télophase, formé par un chromosome non ségrégé en anaphase, a été associé à une 
régression du sillon de clivage en cytocinèse et à la génération de cellules tétraploïdes 
binucléées [647]. Cinquièmement, une fusion des membranes plasmiques, phénomène 
physiologique normal au cours du développement [648] et également observé lors 
d'infections virales [649], notamment par les virus HPV, de l'immunodéficience humaine 
(HIV), du virus lymphotropique des cellules T (HTLV-1), de l'hépatite B (HBV), de 
l’hépatite C (HCV) et du virus d’Epstein-Barr (EBV), permet la formation de cellule 
binucléées et tétraploïdes (revue dans [650]). Sixièmement, un nouveau processus, nommé 
«entosis», par lequel une cellule viable est internalisée par une cellule avoisinante, a été 
décrit. Ce phénomène engendre l'internalisation d'une cellule à l'intérieur d'une autre 
cellule, constituant alors un ensemble binucléé et tétraploïde. Certaines de ces structures ont 
été observées dans des tumeurs mammaires primaires [651]. 
 
8.4 Résultats 
 
8.4.1 La découverte d'un nouveau mécanisme menant à la tétraploïdie 
 
 Il a été intéressant de découvrir un nouveau mécanisme menant à la tétraploïdie. Le 
modèle des cellules IEC-6-H-RasV12 nous a permis d'observer une nouvelle voie menant à 
la tétraploïdie, jamais décrite à ce jour, soit un arrêt en prométaphase, suivi d'une 
reformation de l'enveloppe nucléaire. Ce phénomène est observé dans 11,9% des divisions 
des cellules IEC-6- H-RasV12 (de même que dans les cellules IEC-6-MEK1DD et -MEK1-
nucléaire, dans des proportions semblables). Ce phénomène est aussi observé dans les 
lignées de cancer du côlon HCT116, COLO 205 et SW480, dans des proportions variant de 
5% à 15,5%. Dans les faits, une fois l'enveloppe nucléaire rompue en prométaphase, une 
incapacité d'alignement des chromosomes en métaphase et de séparation en anaphase mène 
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à la fin de la mitose, sans qu'il y ait eu séparation des chromatides sœurs (figure 8.1). La 
mitose avortée engendre ainsi une cellule mononucléée tétraploïde.  
 
Figure 8.1 Tétraploïdie générée par un arrêt en prométaphase des cellules IEC-6-H-
RasV12-H2B-GFP. Imagerie en temps réel de cellules IEC-6-H-RasV12 exprimant l'histone 
H2B couplé à la GFP, photos prises aux 3 minutes, objectif 60X, Bar 20μm.  
 
8.4.2 La découverte de potentielles interactions de MEK1 avec des régulateurs de la 
mitose 
 
 Tel que décrit au chapitre 6, Aurora A semble être un acteur majeur dans l'induction 
des aberrations mitotiques engendrées par l'hyperactivation de la voie Ras-ERK1/2. Dans le 
but de mieux définir la relation de MEK/ERK1/2 avec Aurora A et de découvrir de 
potentielles interactions avec des régulateurs mitotiques, des immunoprécipitations sur les 
protéines endogènes ont été réalisées. Nous avons observé que MEK1 (ainsi que MEK2 et 
ERK1/2, non montrés) immunoprécipitent avec Aurora A, Aurora B, INCENP,  Survivine, 
Anillin et Cyclin B1 dans les IEC-6 contrôles (Vecteur vide) et exprimant H-RasV12 (figure 
8.2). Ces résultats préliminaires suggèrent de potentielles interactions de MEK1 avec des 
régulateurs de la mitose qui n'ont jamais été décrits à ce jour. 
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Figure 8.2 Interaction de MEK1 avec divers régulateurs mitotiques révélés par 
immunoprécipitation de MEK1 endogène dans les cellules IEC-6-H-RasV12. Sur gel, 50 
g de lysat, contrôle négatif réalisé avec un anticorps pré-immun de lapin et 
immunoprécipitations effectuées avec 700 g de protéine. (n=4). 
 
8.4.3 L’implication potentielle de la voie de MEK/ERK1/2 dans la régulation de la 
mitose 
 
 Les conséquences majeures engendrées par l'hyperactivation de la voie de 
signalisation de Ras-ERK1/2 sur l'expression et la localisation des régulateurs mitotiques 
Aurora A, Aurora B, INCENP et Survivine (chapitre 6), de même que les résultats 
d'immunoprécipitations (figure 8.2), suggèrent un rôle potentiel de la voie de ERK1/2 dans 
la régulation mitotique. L'étude du rôle de MEK/ERK1/2 dans le déroulement de la mitose, 
dans un contexte de cellules normales, a donc été initié. Des analyses préliminaires 
d'imagerie cellulaire en temps réel (exécutées telles que décrites au chapitre 6), avec des 
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cellules non transformées telles que les IEC-6, les fibroblastes NIH3T3 et les cellules 
épithéliales mammaires humaines MCF10A, traitées avec l'inibiteur de MEK1/2, le 
PD184352, ont donné des résultats intéressants.  
 
 L'ajout du PD184352 (5 μM) a un effet sans équivoque sur le déroulement de la 
mitose. Les mitoses des cellules IEC-6 traitées au PD184352 durent deux fois plus 
longtemps que celles des cellules contrôles traitées au DMSO (Tableau IV). Un 
accroissement de la durée de l'ingression du sillon de clivage en télophase est observé, 
passant de 4,0 min  0,2 min, pour les cellules contrôles, à 7,1 min  0,8 min, pour les 
cellules traitées moins d'une heure avec le PD184352. Toutefois, c'est l'étape de la 
cytocinèse qui est la plus fortement affectée, avec une augmentation de sa durée de près de 
cinq fois (13,4 min pour les cellules contrôles versus 70,1 min pour les cellules traitées au 
PD184352). L'inhibition de l'activité de MEK/ERK1/2, sur une période plus longue, 
n'augmente pas significativement la durée de la cytocinèse (81,4 min).  
 
Tableau IV. Durée des phases de la mitose des cellules IEC-6-H2B-GFP traitées au 
PD184352, 5μM 
 
  
 
231
 Dès les 15 premières minutes suivant l'ajout de l'inhibiteur de MEK1/2, d'importants 
défauts sont observés dans toutes les cellules mitotiques (Tableau V). (Il est à noter qu'une 
inhibition partielle de la phosphorylation de ERK1/2 est observée dès les cinq premières 
minutes suivant l'ajout du PD184352 et une inhibition complète est obtenue après 10 
minutes, non montré). Les principales aberrations observées sont associées au déroulement 
de la cytocinèse. Durant la première heure suivant l'ajout du PD184352, des difficultés 
d'ingression du sillon de clivage en télophase, de même que des cycles 
d'ingressions/régressions répétés qui mènent, dans 22,9%, à la binucléation, ont été relevés 
(figure 8.3 A-B, D). La formation de ponts intercellulaires (figure 8.3 C), signe de 
difficultés d'abscission, a aussi été observée. Normalement, lors de la télophase, l'enveloppe 
nucléaire se reforme et les chromosomes sont rapidement décondensés [239, 240, 242] 
(figure 8.3 A). Toutefois, à la suite de l'ajout du PD184352, les chromosomes demeurent 
condensés plusieurs heures suivant la complétion de la cytocinèse. 
 
Tableau V. Anomalies de la mitose observée dans les cellules IEC-6-H2B-GFP traitées 
au PD184352, 5μM 
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Figure 8.3. Anomalies de la cytocinèse observée dans les cellules IEC-6-H2B-GFP 
traitées au PD184352, 5μM. Imagerie en temps réel, photos prises aux 3 minutes, objectif 
60X, Bar 20μm. A) Cellules IEC-6-H2B-GFP traitées au DMSO (contrôle négatif) B) 
Cycles de d'ingression/régression du sillon de clivage répétés. C) Formation d'un pont 
intercellulaire en cytocinèse. D) Binucléation par régression du sillon de clivage. 
 
 Des défauts d'alignements des chromosomes sur la plaque équatoriale, en 
métaphase, sont également observés dans 24,6 % des mitoses suivant la première heure de 
traitement au PD184352. Avec le temps, les divers défauts s'accentuent en nombre et en 
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durée. De six à huit heures suivant le traitement au PD184352, la formation de 
micronoyaux et de ponts d'ADN augmentent et des divisions tripolaires apparaissent (figure 
8.4 A-D). Une accumulation de défauts au niveau du fuseau mitotique, de l'intégrité des 
microtubules ou des aberrations au niveau des kinétochores pourraient être associées à ces 
anomalies. Il est donc possible que ces défauts, observés plus tardivement, soient une 
conséquence indirecte de l'inhibition de l'activité de ERK1/2. 
 
            
Figure 8.4. Anomalies mitotiques observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP traitées 
au PD184352, 5μM. Imagerie en temps réel, photos prises aux 3 minutes, objectif 60X, 
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Bar 20μm. A) Défaut d'alignement des chromosomes sur la plaque équatoriale en 
métaphase. B) Chromosome mal ségrégé en anaphase. C) Division tripolaire. D) Pont 
d'ADN en télophase/cytocinèse. 
                                                
 
      
Figure 8.5. Anomalies en anaphase observées dans les cellules IEC-6-H2B-GFP 
traitées au PD184352, 5μM. Imagerie en temps réel, photos prises aux 3 minutes, objectif 
60X, Bar 20μm. A) Pseudo-anaphase. B) Non séparation des chromosomes en anaphase 
avec ingression d'un sillon de clivage.  
 
 Un défaut intéressant, observé à la transition méta/anaphase, apparaît également de 
six à huit heures suivant le traitement au PD184352 : de la tétraploïdie (mononucléée) qui 
est générée par une non séparation des chromosomes en anaphase. Ce défaut est observé 
dans 10,2% des mitoses. Lors de ces divisions avortées, un semblant d’ingression du sillon 
de clivage est parfois observé, mais les chromosomes demeurent amalgamés ensemble et 
les chromosomes se dirigent alors dans une seule des deux «pseudo-cellules» (figure 8.5 A-
B). Les mécanismes associés à ces défauts restent à clarifier. Une accumulation de défauts 
du fuseau mitotique ou, encore, une dérégulation de la condensation des chromosomes 
pourraient en être la cause. 
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8.5 Discussion 
 
 Bien que ces résultats soient préliminaires, ils suggèrent que l'activité de 
MEK/ERK1/2 pourrait être requise pour un déroulement adéquat de la mitose. Des analyses 
d'imagerie en temps réel avaient précédemment été effectuées par l'équipe de Rieder et al. 
(2006) [652]. Ils avaient alors conclu que l'activité de ERK n’était pas requise pour la 
mitose. Leurs analyses de microscopie en temps réel, sur des cellules NIH 3T3 et Hela 
prétraitées avec le U0126 à 50μM durant 15 minutes, ne semblaient pas montrer de 
différences significatives entre les cellules contrôles et les cellules traitées avec l'inhibiteur 
de MEK1/2. Cependant, en s'y attardant, il est difficile d'interpréter leurs résultats car la 
méthodologie utilisée est discutable. D'une part, le nombre de n varie beaucoup d'une 
analyse à l'autre (donnant des barres d'erreur de plus ou moins 27 % dans certain cas). 
D'autre part, l'acquisition d'images s'est effectuée aux 5 ou 10 minutes (leur protocole n'est 
pas clair), ce qui est tout à fait insuffisant pour analyser les différentes phases de la mitose : 
des captations d'image aux deux ou trois minutes sont absolument nécessaires pour une 
analyse efficace. De plus, ils ont utilisé une magnification de 10X, en contraste de phase. 
Une si faible résolution est insuffisante pour observer la structure des chromosomes et les 
suivre adéquatement afin de relever les erreurs de ségrégation, la présence de ponts d'ADN 
et de micronoyaux.  
 
 Mais indépendamment de ces considérations, le temps requis pour la complétion de 
la cytocinèse et l'abscission du pont intercellulaire n'a pas été compilé dans leurs analyses. 
C'est justement cette étape qui est la plus affectée selon notre étude. La cytocinèse est une 
étape extrêmement complexe qui requiert l'orchestration de nombreux acteurs. La 
cytocinèse se divise en trois étapes : i) tout d'abord, l'initiation du sillon de clivage (en 
début de la télophase), qui requiert la présence des CPCs, RhoA et ECT2 afin d'initier 
l'ingression du sillon [653, 654]; ii) Ensuite, la formation du midbody (en fin de télophase), 
qui nécessite l'élaboration d'une structure contractile efficace. Les principales molécules 
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requises pour cette étape sont les syntaxines et les dynamines, de même que les septines et 
Anillin [655-659]; iii) L'étape finale de la complétion de la cytocinèse, est l'abscission du 
pont intercellulaire et la séparation des deux cellules. Cette étape critique requiert 
notamment la réorganisation des membranes plasmiques. Bien que tous les mécanismes s'y 
rattachant ne soient pas encore entièrement caractérisés, la présence au midbody du 
complexe des centralspindlines, des CPCs, de même que de MgcRacGAP, RhoA, PLK1, 
MKLP1, MKPL2, centrioline, t- et v-SNARE, est essentielle à l'aboutissement de cette 
dernière étape [660-668] . 
 
 Il est intéressant de relever que des données récentes suggèrent également une 
implication de MEK/ERK1/2 dans la cytocinèse. Il a été observé que le U0126 inhibe la 
phosphorylation de ERK1/2 au midbody et que cette inhibition engendre un échec de 
l'abscission [669]. Il a également été rapporté que BRUCE immunoprécipite avec MEK1. 
BRUCE est une protéine multifonctionnelle essentielle à la formation du midbody, de 
l'anneau contractile de la midzone de même qu'à l'abscission du pont intercellulaire à la fin 
de la cytocinèse [670].  
 
 La machinerie nécessaire à l'accomplissement de la cytocinèse requiert donc la 
parfaite orchestration de nombreux effecteurs. Ces éléments sont requis pour la formation 
du fuseau central et de l'anneau contractile, de même que pour le transport vésiculaire et les 
interactions avec l'actine, la myosine et les microtubules. La dérégulation d'une seule de ces 
protéines est suffisante pour faire échouer la cytocinèse [671]. Il pourrait être envisageable 
que la présence de MEK/ERK1/2 soit requise à la midzone et au midbody pour interagir 
avec l'un ou l'autre de ces régulateurs, tel que le suggèrent les résultats 
d'immunoprécipitation, précédemment présentés (figure 8.2) et les défauts mitotiques, 
observés à la suite de l'inhibition de l'activation de ERK1/2 par le PD184352 (figure 8.3 à 
8.5). Il est intéressant de noter que la suractivation de MEK/ERK1/2 engendre également 
des défauts à cette étape. L'expression de RAS activé ou de mutants de MEK1 génère de la 
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tétraploïdie (chapitre 5), qui est principalement engendrée par une régression du sillon de 
clivage en fin de cytocinèse (chapitre 6).  
 
8.6 Perspective 
 
 Afin de poursuivre la caractérisation des interactions de MEK1 avec les régulateurs 
mitotiques, des analyses de spectrométrie de masse, ainsi que des essais kinases, seront 
initiés. En ce qui a trait au rôle potentiel de MEK/ERK1/2 dans la régulation de la mitose, 
les analyses préliminaires que nous avons effectuées sur les cellules NIH3T3 et MCF10A 
vont dans le même sens que celles menées sur les IEC-6. Il serait intéressant de confirmer 
ces résultats dans des cellules non immortalisées, telles que des MEFs primaires, en 
espérant que ces cellules puissent supporter la phototoxicité engendrée par la microscopie. 
Également, des MEFs ERK1-/-, ERK2-/- et ERK1/2-/- ont été générés dans le laboratoire, ces 
précieux outils permettraient de répondre à la fameuse question de l'implication de ERK1/2 
dans la régulation de la mitose. 
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9. Conclusions, perspectives et futures directions 
 La voie de signalisation de Ras-ERK1/2 est l'une des voies les plus étudiées et les 
mieux caractérisées. Depuis la découverte de ERK par Ray et Sturgill, en 1988 [672], la 
voie des MAP kinases ERK1/2 a fait l'objet de près de 20 000 publications. Les présents 
travaux de doctorat ont mis en relief l'importance de la voie de signalisation de 
MEK/ERK1/2 dans la tumorigénèse colorectale. D'abord, en démontrant la contribution 
importante de l'isoforme de MEK2 dans la prolifération des cellules de cancer du côlon. 
Puis, en illustrant l'importance de la régulation spatiale de MEK/ERK1/2 dans le processus 
de transformation oncogénique. L'implication de la voie de MEK/ERK1/2 dans la 
tétraploïdie, l’aneuploïdie et la CIN fut également démontrée. Ces découvertes étayent 
l’idée que la dérégulation de l’activité, de même que la localisation de MEK/ERK1/2, 
jouent un rôle prépondérant dans le processus de tumorigenèse colorectale. Le chapitre neuf 
est une discussion sur la pertinence des résultats obtenus et sur les perspectives amenées par 
ce projet de doctorat. 
 
9.1 L’importance de la régulation spatiale de la voie ERK1/2 dans la 
tumorigénèse 
 La régulation subcellulaire de MEK/ERK1/2 est un élément clé pour la génération 
de réponses cellulaires appropriées. Tel qu'illustré au chapitre cinq, une localisation 
adéquate de la kinase s'avère également être un élément clé dans le processus de 
transformation oncogénique. Cibler MEK1 dans le noyau (MEK1ΔNES) est suffisant pour 
transformer les cellules, engendrer une augmentation de prolifération et induire la 
formation de tumeurs dans un modèle de greffe sur des souris athymiques. La localisation 
nucléaire de MEK génère également de la CIN, de la tétraploïdie et de l'aneuploïdie. 
Inversement, cibler le mutant de MEK1 constitutivement actif à la membrane plasmique 
(Myr-MEK1DD), inhibe toutes les capacités de transformation qui sont engendrées par 
l'expression de la protéine constitutivement activée (MEK1DD), tel que démontré aux 
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chapitres quatre et cinq [278].  
 Également, l’inactivation de Sef, une protéine d’ancrage qui séquestre MEK1/2 et le 
complexe MEK/ERK/1/2 dans le cytoplasme, à la membrane plasmique et à l’appareil de 
Golgi [129, 158], est observé dans les lignées des cancers colorectaux. L’analyse de 
tumeurs colorectales humaines a permis de corréler significativement la diminution de 
l’expression de Sef avec l’augmentation du grade des tumeurs (figure 5.7). De plus, tel que 
démontré par les analyses immunohistochimiques, l'augmentation de l'accumulation de 
phospho-MEK1/2 dans le noyau corrèle avec la diminution d'expression de Sef (figure 9.1). 
Les cellules de l'épithélium intestinal normal exprimant Sef n'ont pas de marquage 
nucléaire de phospho-MEK1/2 et, par opposition, une absence de Sef est associée à une 
accumulation nucléaire de MEK1/2 phosphorylés. Ces observations suggèrent que 
l'accumulation, dans le noyau de MEK1/2 phosphorylés, est facilitée par la perte 
d'expression de Sef. 
                        
Figure 9.1 Marquage immunohistochimique de Sef (rose) et phospho-MEK1/2 (brun) 
de l'épithélium normal de côlon humain. 
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 Ainsi, nous proposons que l'inhibition de Sef, via un mécanisme qui demeure 
toutefois à caractériser, permette l'accumulation de MEK dans le noyau. Bien que MEK soit 
toujours habilité à sortir du noyau (grâce à son NES intact), Sef n'étant plus présent pour le 
retenir au cytoplasme, MEK retourne rapidement au noyau, où il peut phosphoryler 
ERK1/2 à nouveau. L'activation soutenue de ERK dans le noyau enclenche alors 
l'activation exacerbée de ses diverses cibles nucléaires, stimulant ainsi la transformation 
oncogénique. Cette hypothèse est étayée par le fait que la réexpression de Sef dans des 
cellules IEC-6-H-RasV12 corrige la localisation anormale de phospho-MEK et phospho-
ERK dans le noyau, réduit la prolifération et diminue l'aneuploïdie. Plus encore, la 
réexpression de Sef inhibe complètement la capacité de former des tumeurs, dans des 
modèles de greffe sous-cutanée, chez des souris athymiques (figure 5.6). 
 Outre l’inhibition de Sef, l'accumulation nucléaire de phospho-ERK, qui est 
observée dans les tumeurs colorectales, pourrait être engendrée par d’autres mécanismes. 
Par exemple, une diminution de l'expression de PEA-15, tel qu'observé dans les lignées de 
cancer du côlon et les cellules IEC-6 exprimant H-RasV12 et MEK1-nucléaire (figure 9.2 A 
et B), pourrait expliquer l'accumulation de ERK dans le noyau [173]. Une inhibition de 
PEA-15 dans les glioblastomes [673] et le cancer du sein est d'ailleurs observée. 
L’expression de PEA-15 a même été inversement corrélée à un comportement invasif dans 
des tumeurs mammaires [528]. 
           
Figure 9.2 Analyse par immunobuvardage de l'expression de PEA-15. A) PEA-15 dans 
les lignées humaines de cancer colorectal, les cellules contrôles sont les HIEC (intestinale 
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épithéliale humaine normale) B) PEA-15 dans les cellules IEC-6 exprimant Ras 
oncogénique et MEK1 nucléaire. 
 La modulation de l'expression des phosphatases pourrait également expliquer la 
localisation erronée et/ou l’augmentation de phosphorylation dans le noyau de MEK et 
ERK. Il a été démontré que la séquestration de ERK dans le cytoplasme, par la 
surexpression de la phosphatase MKP-3, empêche la transcription nucléaire de Elk1 et 
inhibe la synthèse de l’ADN [211]. L’expression de MKP3, dans les lignées IEC-6 
exprimant les mutants de MEK, a également été associée à une réduction de la durée de la 
phase S (non montré). MKP-3 est inhibé dans des lignées cellulaires de cancer pancréatique 
[287] et dans le cancer de l’ovaire [289]. Son inhibition est d'ailleurs un marqueur 
prédicatif de la survie chez les patients atteints de NSCLC [288]. Il serait intéressant 
d’évaluer le niveau d’expression des différentes phosphatases associées à la régulation de 
MEK et ERK. 
 Une augmentation de l’expression des nucléoporines pourrait aussi expliquer une 
accumulation de ERK dans le noyau. Il a été démontré que ERK interagit avec les 
nucléoporines Nup153 et Nup214 via leur séquence de répétition FG (FG-repeat sequence)  
[149, 153]. Une analyse par TMA de tumeurs mammaires et ovariennes avait révélé une 
augmentation de l’expression de plusieurs nucléoporines dans les tissus tumoraux. 
L’inhibition de Nup153, par siRNA, dans des lignées de cancer du sein et de l’ovaire a 
d'ailleurs été associée à une diminution de l’activité de ERK1/2 dans le noyau et à une 
réduction de l’activation de c-Fos [674]. Fait à noter, nous avons également observé une 
augmentation de l’expression de Nup153 et Nup214 dans les lignées de cancer colorectales 
et les IEC-6 exprimant divers mutants (figure 9.3 A et B).  
 
  
 
243
                                    
 
    
Figure 9.3 Analyse par immunobuvardage de l'expression des nucléoporines Nup153 
et Nup214. A) Expression dans les lignées de cancer colorectal B) Dans les cellules IEC-6  
exprimant divers mutants. 
 
 En conclusion, bien que la perte de Sef semble fortement associée à la localisation 
aberrante de MEK1/2 et ERK1/2 activés dans le noyau, il n'est pas exclu que d'autres 
mécanismes puissent également contribuer à une localisation erronée dans le noyau ou à 
une suractivation des kinases MEK/ERK1/2.  
 
9.2 La découverte de nouveaux rôles de MEK/ERK1/2 dans l'induction de 
la tétraploïdie, l'aneuploïdie et l'instabilité chromosomique  
 
 La découverte d'un nouveau rôle de la voie de signalisation de Ras-ERK1/2 dans la 
CIN et l'aneuploïdie était inattendue. À ce jour, aucune étude n’avait réussi à démontrer un 
lien direct entre RAS et la tétra/aneuploïdie dans un modèle de cancer colorectal (encore 
moins un lien avec MEK/ERK1/2 spécifiquement). Il avait été proposé que des mutations 
de KRAS puissent être impliquées dans l’établissement de la CIN observée dans les cancers 
colorectaux [543, 626, 675-679]. Un certain nombre d’études in vitro, menées 
principalement dans des fibroblastes NIH 3T3, avaient rapporté que des mutations de RAS 
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pouvaient mener à une amplification du nombre de centrosomes et une altération de 
l’interaction des chromosomes avec les microtubules [680-684] (ce qui pourrait 
éventuellement mener à la CIN). Il avait également été suggéré que la CIN et l’instabilité 
génétique médiées par KRAS pourraient être dues à des anomalies des checkpoints du cycle 
cellulaire. Il avait été observé, dans les NIH 3T3, que la surexpression d'oncogènes, tels que 
Ras et c-Myc, engendrent des dommages à l'ADN. Les auteurs avaient alors proposé que 
l'inactivation de la voie de p53, dans certaines cellules, pouvait engendrer une accumulation 
d'altérations génomiques, pouvant ultimement mener à l'instabilité génétique [685].  
 
 Des évidences indirectes avec des tumeurs colorectales ont aussi associé RAS à la 
CIN, notamment par l’analyse d’adénomes colorectaux sporadiques, où une certaine 
proportion de tumeurs comportant une mutation activatrice de RAS arboraient de la CIN 
[677, 678, 686]. Par contre, une autre étude, avec des spécimens de tumeurs colorectales, 
n’a pas réussi à établir de corrélation entre des mutations de KRAS et la CIN [687]. 
Toutefois, ces résultats négatifs sont peut-être dus au trop petit nombre de tumeurs 
analysées (seulement 12) et/ou à l’hétérogénéité du grade des tumeurs.  
 
 Outre la confirmation d'un lien direct entre  RAS et la CIN et la tétra/aneuploïdie 
dans un modèle de cancer colorectal, un lien direct avec l'activité de MEK/ERK1/2 a aussi 
été mis en relief. Plus encore, une nouvelle voie menant à la tétraploïdie a été observée 
(figure 8.1). Un arrêt en prométaphase, suivi d'une reformation de l'enveloppe nucléaire, est 
observé dans les lignées de cellules IEC-6 (H-RasV12 et les mutants de MEK1), de même 
que dans les lignées de cancers du côlon humain. Les mécanismes impliqués dans ce 
phénotype demeurent à caractériser. Plusieurs pistes sont à explorer : la présence de 
chromosomes ou de centrosomes surnuméraires qui engendreraient la formation d'un 
fuseau mitotique défectueux, pourraient expliquer ce phénotype. Des défauts de 
l'attachement des microtubules aux kinétochores, pourraient aussi être en cause. Les 
attachements mérotéliques sont d'ailleurs difficilement reconnus par le SAC [688]. Une 
inactivation du SAC pourrait également être associé au phénomène. Un problème de 
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condensation des chromosomes pourrait interférer avec l'alignement de ces derniers en 
métaphase et, après un arrêt prolongé, la cellule recevrait tout simplement un signal de 
complétion de la mitose, même si ses chromosomes n'ont pas été séparés.  
 
 Le modèle des cellules IEC-6-H-RasV12 a également permis de confirmer une 
hypothèse qui, bien que généralement acceptée dans la littérature, n’avait jamais été 
directement démontrée dans un modèle de cellule exponentielle. Plus précisément, que la 
tétraploïde est une prémisse à l’aneuploïdie. De façon éloquente, l’imagerie en temps réel 
des cellules IEC-6, fraîchement infectées par H-RasV12, montre que les premières divisions 
anormales sont exclusivement des échecs de la cytocinèse par régression du sillon de 
clivage, qui mène directement à la formation de cellules tétraploïdes binucléées. Par la 
suite, des divisions tripolaires, menant à l’aneuploïdie surviennent et ce, exclusivement sur 
les cellules binucléées (figure 9.4 C) : ce phénomène est d'ailleurs nommé mitose 
réductionnelle [567]. Après plusieurs divisions, la formation de micronoyaux et de ponts 
d’ADN en télophase émergent et contribuent à la CIN. De une à quatre semaines suivant 
l’infection, les échecs de cytocinèse s’accentuent en fréquence, pour finalement arriver à un 
plateau après quatre semaines. Les cellules demeurent alors, avec une proportion 
relativement stable, de cellule binucléée via un échec de la cytocinèse, se situant autour de 
25 à 30%. Certaines de ces cellules binucléées se divisent via des divisions «normales», 
donnant alors deux cellules mononuclées, mais avec un contenu tétraploïde. Toutefois, la 
plupart des cellules binucléées se séparent via des divisions tripolaires et même 
tétrapolaires, donnant alors lieu à des cellules «presque diploïdes», mais ne possédant 
probablement pas une paire de chaque chromosome. Ceci pourrait expliquer la stabilisation 
du nombre de cellules tétraploïdes qui est observé après un certain laps de temps (figure 9.4 
A-B-C).  
 
 Toutefois, les autres anomalies mitotiques continuent de s'accumuler et une 
augmentation du nombre de cellules possédant des micronoyaux est toujours observée trois 
mois post-infection. Ceci peut s'expliquer par le fait que la polyploïdisation augmente la 
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complexité du processus mitotique. Il devient alors extrêmement difficile, pour la cellule, 
de gérer un si grand nombre de chromosomes. Par conséquent, des erreurs de ségrégation 
des chromosomes, des défauts du fuseau mitotique et des aberrations du nombre de 
centrosome s'accumulent, de division en division et génèrent des micronoyaux et de la CIN. 
Ces cellules anormales se divisent à leur tour et perpétuent les aberrations mitotiques. Il 
aurait été intéressant de procéder à des analyses de caryotype spectral (SKY) sur ces 
populations afin d’évaluer l’évolution de la CIN au cours du temps (figure 9.4).  
 
        
Figure 9.4. Aberrations mitotiques des cellules IEC-6-H-RasV12 à différents temps 
post-infection. A) Analyse d'incorporation de BrdU par FACS des cellules IEC-6-H-RasV12 
à différents temps post-infection. B) Quantification de la ploïdie des IEC-6-H-RasV12. C) 
Quantification des défauts des IEC-6-H-RasV12-H2B-GFP à différents temps post-infection 
par imagerie en temps réel, photos prises aux 3 minutes, objectif 60X. 
 
 L'existence d'un «checkpoint tétraploïde» en G1 avait été proposé par Margolis et 
al. (2003) [689]. Les divers travaux en faveur de ce modèle ont suggéré la nécessité d'avoir 
un p53 fonctionnel afin éliminer les cellules tétraploïdes en début de phase G1, avant 
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l'initiation d'un nouveau cycle [526, 647]. De façon intéressante, suivant l'infection avec 
MEK1 nucléaire (figure 9.5 A) ou H-RasV12 (non montré), les cellules IEC-6 ont une 
induction de la phosphorylation de p53. Ceci pourrait-être dû à l'activation de ce checkpoint 
tétraploïde en G1, en réponse à la génération de cellules tétraploïdes qui émergent dès les 
premiers jours suivant l'infection. Toutefois, après quelques jours, les cellules semblent 
perdre cette capacité d'activation de la voie de p53. En fait, deux semaines post-infection, 
les cellules montrent une diminution d'activation de la voie de p53.  Suivant les traitements 
au 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO), un agent mimétique des rayons UV (figure 9.5 B), 
une très faible induction de la phosphorylation de la sérine 15 de p53 et de p21 est observée 
dans les cellules IEC-6-MEK1 nucléaire en comparaison aux cellules contrôles.  
 
                              
Figure 9.5. Diminution de la phosphorylation de la serine de 15 p53 dans les cellules 
IEC-6-MEK1-nucléaire. A) Immunobuvardage des cellules IEC-6 à différents jours post-
infection avec la construction MEK1NES. B) Immunobuvardage des cellules contrôles et 
IEC-6-MEK1-nucléaire traitées au 4-NQO (1μM) à différent temps. 
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 Ainsi, nos résultats ont également illustré l'implication de l'hyperactivation de la 
voie de signalisation de MEK/ERK1/2 dans la diminution de l'activité de p53. La 
dérégulation de la voie de RAS avait précédemment été associée avec l'inactivation de p53 
dans des cellules SW480 [690]. La diminution de l'activation de la voie de p53 dans les 
cellules exprimant MEK1-nucléaire et IEC-6-H-RasV12, est par ailleurs tout à fait cohérente 
avec la survie et la propagation des cellules tétra/aneuploïdes que nous observons dans 
notre modèle. Les mécanismes qui y sont associés demeurent toutefois à caractériser. 
 
9.3 L’implication potentielle de MEK/ERK1/2 dans la régulation de la 
mitose 
 
 Les défauts mitotiques qui sont observés dès les 15 premières minutes suivant 
l'inhibition de ERK1/2 par le PD184352 sont impressionnants. Le phénotype le plus 
marqué est celui des défauts de la cytocinèse, mais un mauvais alignement des 
chromosomes en métaphase, ainsi qu'une absence de décondensation des chromosomes, 
suivant la complétion de la mitose, sont aussi observés. Afin de découvrir de nouveaux 
substrats de ERK1/2 impliqués dans la régulation de la mitose, des analyses 
phosphoprotéomiques par spectrométrie de masse ont été initiées. Les analyses 
préliminaires de spectrométrie de masse, sur les cellules IEC-6 exponentielles et traitées au 
PD184352 (5μM) durant une heure, ont permis d'identifier certains candidats. Bien sûr, ce 
projet en est à ses balbutiements, mais des régulateurs associés à l'alignement des 
chromosomes en métaphase, la formation du fuseau mitotique, des centrosomes, la 
nucléation des microtubules, la condensation et décondensation des chromosomes, la 
séparation des chromatides sœurs, de même que l'ingression et l'abscission du sillon de 
clivage ont été mis en relief. 
 
 Parmi ces candidats, la Topoisomérase II (Topo II) ainsi que la sous-unité H2 des 
complexes des condensines non-SMC (Ncaph2), ont été mis en mis en relief lors des 
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analyses phosphoprotéomiques. Tel que décrit à la figure 8,5, suivant le traitement avec le 
PD184352, de la tétraploïdie est générée par une non-séparation des chromosomes en 
anaphase. Ceci pourrait être dû à des défauts du fuseau mitotique ou, encore, à un mauvais 
attachement des microtubules aux kinétochores. Toutefois, le problème semble davantage 
associé à un défaut de condensation/décondensation des chromosomes. Il est possible que 
l'inhibition soutenue de ERK1/2 interfère directement avec la régulation des condensines et 
de la Topoisomérase. Il a été rapporté que lors de défauts de la prométaphase, la condensine 
I engendre une hyper condensation des chromosomes qui perdure au-delà de la terminaison 
de la mitose [691], un défaut que nous observons d'ailleurs dans plus de 20% des cellules 
ayant complété leur division. D'autres travaux ont par la suite associé la modification de 
l'acétylation des histones avec des catastrophes mitotiques. L'inhibition des 
acétyltrasférases des histones (HAT) par shRNA a réduit les niveaux des sous-unités des 
condensines, engendrant alors des aberrations à la transition métaphase/anaphase [692]. 
Également, il a été montré, à l'aide de mutants de la Topoisomérase II, qu'une dérégulation 
de son activité engendre des erreurs et même une absence de ségrégation en anaphase. Les 
chromosomes demeuraient condensés, durant plusieurs heures suivant la pseudo-anaphase 
[693] : un phénotype très semblable à ce que nous observons. Des interactions directes de 
ERK avec la Topo II, dans un contexte de réorganisation de la chromatine, ont déjà été 
décrites [204]. La Topo II et Ncaph2, font partis des candidats mis en évidence lors de nos 
analyses de spectrométrie de masse. Il serait donc possible que l'inhibition de l'activation de 
ERK1/2 par le PD184352 ait un effet sur la condensation des chromosomes via ces deux 
régulateurs; cela reste à vérifier. 
 
                En résumé, plusieurs travaux avaient précédemment montré que l'activation 
soutenue de ERK1/2 est associée à la stabilisation de c-myc, l'induction de la Cyclin D1 et 
à la diminution des gènes anti-prolifératifs tels que Tob1 et JunD [230, 513]. Nous avons 
observé que l'expression de mutants contitutivement actif ou nucléaire de MEK1 ou de H-
RasV12 dans les cellules IEC-6, induit une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 
(figure 5.S3). Une élévation de l'expression de Cyclin D1, Cyclin E1 et de c-myc de même 
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qu'une diminution de Tob1 et des inhibiteurs du cycle cellulaire, p21 et p27, ont également 
été observées dans ces lignées. Ces modulations ont été associées à une augmentation de la 
prolifération cellulaire et à l'initiation de la transformation tumorigénique, tel qu'illustré 
dans les chapitres précédents. 
 
 La dérégulation de c-myc a été associée à l'aneuploïdie et l'instabilité génomique. Il 
a été montré que la surexpression de c-myc est suffisante pour outrepasser l'arrêt du cycle 
cellulaire induit par p53, inhiber p21 et p27 et augmenter l'expression des complexes 
Cyclin E/cdk2 et Cyclin D/cdk4 (revue dans [694]). La surexpression de c-myc que nous 
observons dans les cellules IEC-6-H-RasV12, -MEK1DD, -MEK1NES (non montré) 
pourrait donc être associée à l'instabilité génomique et à la tétraploïdie.  L'augmentation 
d'expression de Cyclin E pourrait également contribuer à la l'aneuploïdie que nous 
observons. Il a été montré que la surexpression de Cycline E affecte également le 
déroulement de la prométaphase, engendre des alignements incomplets des chromosomes 
sur la plaque équatoriale et des erreurs de ségrégations des chromosomes. Ces aberrations 
mitotiques peuvent mener à l'aneuploïdie et à la CIN  [695].  
 
 Ceci étant dit, tel que décrit au chapitre six, Aurora A semble être l'acteur principal 
du phénotype d'aneuploïdie et de la CIN que nous observons dans les cellules IEC-6-H-
RasV12. Une réduction partielle du niveau d'expression de Aurora A par shRNA ou par 
l'inhibiteur MEK1/2,  le PD184352, est suffisante pour réduire les aberrations mitotiques et 
l'aneuploïdie induites par H-RasV12. Tel que décrit dans les sections précédentes, 
l'implication de ERK1/2 dans la régulation de la mitose demeure controversé. Il a toutefois 
été démontré que l'expression ectopique de E2F3, une cible de ERK1/2, induit l’expression 
de Aurora A en G2/M. Inversement, le knockdown de E2F3 a été associé a une diminution 
de l’ARNm et une inhibition de l’expression de Aurora A [696]. Nous avons observé une 
augmentation de l'expression  de E2F3 dans les cellules IEC-6-RasV12 -MEK1DD et  -
MEK1NES (non montré), ceci pourrait peut-être expliquer la surexpression de Aurora A.  
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9.4 Perspectives  
9.4.1 Le développement d'inhibiteurs de MEK/ERK1/2 pour le traitement du cancer 
 À la lumière des résultats présentés dans cette thèse, l'idée de développer des 
inhibiteurs de MEK1/2, pour le traitement du cancer, apparaît être un choix rationnel et 
judicieux. Tel que décrit dans le chapitre deux, la voie de signalisation de 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 joue un rôle central dans le contrôle de la prolifération, de la survie 
cellulaire, de la molitité, de l'invasion, de l'angiogénèse et de l'établissement des métastases. 
Également, une activation aberrante des récepteurs tyrosine kinases, tels que le récepteur de 
l'EGF, résultat d'une amplification du gène ou de mutations gains de fonction, est observée 
dans plusieurs carcinomes et tumeurs cérébrales [272, 697]. Les mutations activatrices de 
RAS et RAF [1, 19], aussi observées dans plusieurs cancers, mènent à l'activation de MEK 
et ERK. Et bien que MEK1/2 soient rarement mutés dans les cancers et qu'aucune mutation 
de ERK n'ait encore été observée, l'hyperactivation de MEK et ERK dans les tumeurs 
solides et les leucémies est largement documentée (revue dans [31]).  
 Outre l'hyperactivation de la voie de signalisation, une inhibition des régulateurs 
négatifs est également observée dans les malignités. Par exemple, RKIP1 (Raf kinase 
inhibitor protein1) qui inhibe l'activation de MEK par RAF, est considéré comme un 
suppresseur de tumeurs [698]. La perte d'expression de RKIP a été rapportée dans plusieurs 
types de cancers et son inhibition est d'ailleurs associée à la progression métastatique de 
plusieurs tumeurs épithéliales [280-284]. La diminution d'expression de RKIP, dans les 
cancers colorectaux, est même un prédicateur indépendant de la récurrence des métastases 
et de la survie à court terme des patients [280, 282]. La perte de SPROUTY, un autre 
régulateur négatif des MAP kinases ERK1/2, est aussi un événement commun à plusieurs 
types de cancer [291-293]. La protéine SPRED (SPROUTY-related enabled/vasodilator-
stimulated phosphoprotein homology 1 domain-containing), qui forme un complexe entre 
RAS et RAF, prévient l'accès de RAF à MEK et, par conséquent, empêche son activation 
[699]. SPRED est un puissant régulateur négatif de la signalisation des MAP kinases 
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ERK1/2 et régule plusieurs fonctions biologiques, tels que, la croissance, la différenciation 
et la migration cellulaire [700]. La diminution de l'expression de SPRED dans les cancers 
hépatiques est associée avec la malignité, une augmentation de l'invasion et la formation de 
métastases. Il a d'ailleurs été démontré que la réexpression de SPRED, dans des lignées de 
cancer du foie, inhibe leur capacité à former des tumeurs in vivo [701].  
 Actuellement, les inhibiteurs de MEK1/2 inhibent MEK de façon non compétitive à 
l'ATP ou à ERK1/2. Des études structurelles ont révélé que le PD184532, ainsi que ses 
analogues, se lie à une poche hydrophobique adjacente (sans empiéter sur cette région) au 
site de liaison Mg-ATP de MEK1 et MEK2. La liaison de la molécule inhibitrice induit 
alors un changement de conformation de MEK1/2 non phosphorylés, qui bloque ainsi les 
kinases sous une forme catalytiquement inactive [21]. Cette séquence se situe dans une 
région très peu similaire aux autres kinases (excepté MEK5), rendant donc l'inhibition de 
MEK1 et MEK2 très spécifique [319].   
 Un autre avantage à cibler MEK1/2 est que ERK1 et ERK2 sont les deux seules 
cibles connues de MEK1/2: l'inhibition de la voie est donc très spécifique. Également, 
l'inhibition du sentier Raf/MEK/ERK, par des inhibiteurs spécifiques à MEK1/2, ne 
requiert pas la détermination précise des altérations génétiques responsables de l'activation 
de la voie, que se soit des mutations activatrices de RAS ou RAF, toutes deux convergent 
vers MEK1/2. De plus, le sentier de Raf/MEK/ERK est un point de convergence de 
plusieurs autres voies de signalisation. L'inhibition de MEK, à elle seule, permet donc de 
bloquer plus d'une voie à la fois [374, 384, 702].  
 L’idée de cibler la voie de MEK/ERK1/2 pour le traitement du cancer apparaît donc 
prometteuse. De nombreuses études pré-cliniques ont démontré que l'inhibition de la voie 
de signalisation de ERK1/2, par des inhibiteurs de MEK1/2, permet la réduction de la 
prolifération de cellules leucémiques et d'une variété de carcinomes en arrêtant le cycle 
cellulaire et en induisant l'apoptose [319, 408, 482, 703]. À titre d'exemple, l'AZD6244, un 
inhibiteur de MEK1/2 de deuxième génération, a démontré des propriétés anti-tumorales 
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dans de nombreux modèles de xénogreffes, tels que des tumeurs du côlon, du pancréas, du 
foie, du poumon et de la peau [374, 384]. L'AZD6244 est actuellement en étude clinique 
phase II chez des patients atteints de cancers avancés [388]. L'utilisation de l'AZD6244, 
pour le traitement de cancers de la vésicule biliaire avancés, a donné des réponses positives 
chez 12 % des patients et a permis de stabiliser la progression de la maladie dans 68% des 
cas. Une augmentation de la survie globale de quatre mois a d'ailleurs été observée [387].  
 Le RO5068760, un inhibiteur de MEK1/2, non compétitif à l'ATP, fait partie d'une 
nouvelle classe. Le RO5068760 possède une structure unique qui bloque MEK, sous une 
forme inactive et prévient son activation subséquente. Ce composé a montré des effets anti-
tumoraux dans de multiples modèles de xénogreffe, tels que les cancers du côlon, du sein, 
du pancréas et de mélanome, arborant des mutations activatrices de BRAF [385, 401].  Le 
CH4987655 est un tout nouvel inhibiteur de MEK, possèdant des propriétés 
pharmacocinétiques particulièrement intéressantes, dont une grande stabilité métabolique et 
une dissociation lente de MEK. Le CH4987655 a démontré des effets antitumoraux 
remarquables dans plusieurs modèles de xénogreffes humaines, tels que les cancers 
colorectal, pancréatique et pulmonaire, arborant des mutations activatrices de BRAF ou 
KRAS. De plus, aucune inhibition de MEK1/2 n'a été observée dans le cerveau des souris, 
ce qui signifie une faible toxicité au niveau du système nerveux central. Des effets 
secondaires importants ont été rapportés avec d'autres inhibiteurs de MEK1/2. Une étude 
clinique de phase I avec le CH4987655 est actuellement en cours avec des patients atteints 
de tumeurs solides [403].  
 En résumé, une cible thérapeutique de choix doit : i) jouer un rôle prépondérant 
dans le processus de tumorigénèse; ii) être surexprimée ou suractivée et cet état doit être 
associé avec un mauvais pronostic pour la survie du patient; iii) l'inhibition de cette cible 
doit être associée avec une diminution de la croissance tumorale ou l'induction de 
l'apoptose; iv) elle doit être facile à cibler, c'est-à-dire facile à inhiber par de petites 
molécules ou des anticorps, comme par exemple une enzyme ou un récepteur de surface; v) 
elle doit être très peu ou pas du tout exprimée dans des cellules normales, afin que son 
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inhibition ait un minimum d'effet sur les fonctions des cellules saines [704] vi) et 
finalement, son inhibition ne doit pas engendrer de résistance. Ainsi, MEK1/2 
correspondent aux nombreuses caractéristiques de la cible parfaite, exception faite du 
cinquième point. Voici des suggestions qui pourraient permettre de surmonter ce défaut.  
9.4.2 Le développement d'inhibiteurs de l'import nucléaire de MEK 
 Le présent projet de doctorat a mis en relief un autre aspect de la signalisation des 
MAP kinases ERK1/2, soit l'importance de la localisation subcellulaire de MEK dans le 
processus de tumorigénèse. La localisation aberrante de MEK dans le noyau est suffisante 
pour induire la transformation oncogénique, la CIN et l'aneuploïdie. Nous suggérons donc 
que le développement d'inhibiteurs de l'import nucléaire de MEK pourrait être une avenue 
thérapeutique intéressante. 
 Tel que démontré par la surexpression de PEA-15 [173] ou de Sef  [129, 158], la 
séquestration de ERK dans le cytoplasme n'empêche pas l'activation de ses cibles 
cytoplasmiques. Étant donnée l'implication des MAP kinases ERK1/2 dans une pléthore de 
processus physiologiques, leur inhibition est associée à l'altération de nombreux processus 
biologiques et engendre plusieurs effets secondaires, tels que la fatigue, la diarrhée, la 
nausée, le vomissement, le prurit et les éruptions cutanées. L'AZD6244 et le PD325901 ont 
aussi été associés à des troubles de la vision [372]. Bien que les nouveaux inhibiteurs, tels 
que le RO5068760 et le CH4987655, permettent une réduction des effets secondaires 
graves, des effets indésirables persistent [401, 403]. L'inhibition de l'activité de MEK, au 
niveau du noyau plutôt que dans toute la cellule, pourrait peut-être s'avérer une solution. 
L'idée de développer des inhibiteurs de l'import nucléaire de MEK/ERK1/2, plutôt que de 
leur activité totale, pourrait s'avérer moins dévastatrice et toxique.   
9.4.2.1 L'utilisation de molécules bloquant la dégradation de Sef 
 L'utilisation de molécules capables de stabiliser les niveaux de Sef pourrait être une 
avenue thérapeutique intéressante dans le traitement du cancer colorectal. Tel que décrit au 
chapitre cinq, la réexpression de Sef, dans les lignées de cancer du côlon ou des cellules 
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exprimant une forme oncogénique de RAS, restaure la localisation cytoplasmique de MEK 
et ERK activés, réduit la prolifération, diminue l'aneuploïdie et inhibe même la capacité de 
former des tumeurs.  
 L'approbation du Velcade (bortezomib), pour le traitement des myélomes multiples, 
a suscité un engouement pour la création de molécules ciblant la voie de dégradation 
dépendante de l'ubiquitine par le protéasome (USP). Toutefois, le traitement au bortezomib 
est associé à une importante toxicité en raison de son action à large spectre [705]. Les 
ligases E3 représentent un meilleur choix que le protéasome en raison du nombre plus 
restreint de leurs substrats. Développer un inhibiteur d'une E3 spécifique à Sef pourrait 
donc s'avérer pertinent pour le traitement du cancer colorectal. 
 Ceci étant dit, quelles que soient les molécules inhibitrices de MEK1/2 utilisées 
pour le traitement du cancer colorectal (inhibition de l'activité de MEK ou de son entrée au 
noyau), l'utilisation en thérapie combinée s'avèrerait avantageuse. Tel que décrit au chapitre 
deux, les molécules inhibitrices des signaux de transduction sont cytostatiques plutôt que 
cytotoxiques et, de plus, les cellules cancéreuses peuvent être affublées de dérégulation de 
plusieurs voies de signalisation. La combinaison d'inhibiteurs de MEK avec d'autres 
chimiothérapies ou radiothérapie pourrait être la solution. Des résultats probants ont 
récemment été rapportés dans un modèle de xénogreffe de cancer colorectal avec des 
cellules HCT116. La combinaison d'inhibiteurs de MEK (CH4987655) et de mTOR 
(everolimus), en traitements oraux, a engendré un effet synergique très impressionnant sur 
la régression tumorale [403]. 
 
9.5 Conclusion 
 
 En conclusion, ces travaux de doctorat ont permis une meilleure compréhension de 
l'implication de la voie de signalisation de Ras/Raf/MEK/ERK1/2 dans la tumorigénèse 
colorectale. Nous avons mis en évidence, pour la première fois, que l'expression de MEK1 
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ou MEK2 activés est suffisante pour induire la transformation de cellules intestinales 
épithéliales. Par ailleurs, nous avons démontré que l'inhibition de l'isoforme de MEK2 
réduit considérablement la prolifération de lignées cellulaires de cancer du côlon, alors que 
l'inhibition de MEK1 a peu d'effet sur la prolifération.  
 
 Nous avons également démontré l'importance de la régulation spatiale de 
MEK/ERK1/2 dans la transformation oncogénique. Une analyse, de plus de 400 tumeurs 
colorectales humaines, a révélé une localisation aberrante de MEK1/2 phosphorylés dans le 
noyau dans 79% des tumeurs, par rapport à 4% dans les tissus normaux. Le projet de 
doctorat a démontré que cette localisation anormale de phospho-MEK1/2 est un élément 
majeur du processus de tumorigénèse colorectale. Nous avons montré que la localisation 
forcée de MEK1 dans le noyau engendre une augmentation de prolifération, une capacité à 
induire des tumeurs, une dérégulation du cycle cellulaire ainsi que de la tétraploïdie, de 
l'aneuploïde et de la CIN.  
 
 La caractérisation des mécanismes responsables de cette localisation aberrante de 
MEK1/2 phosphorylés a permis d'identifier la protéine Sef, un régulateur de la localisation 
cytoplasmique de MEK1/2 et du complexe MEK/ERK1/2. L'analyse immunohistochimique 
de tumeurs colorectales humaines a d'ailleurs permis d'établir que l'accumulation nucléaire 
de phospho-MEK1/2 corrèle avec le grade des tumeurs. Plus encore, l'augmentation de 
phospho-MEK1/2 dans le noyau est inversement corrélée avec l'expression de Sef. Nous 
avons aussi démontré que l'expression d'une forme oncogénique de Ras (H-RasV12) inhibe 
l'expression de Sef, engendrant alors une accumulation nucléaire de MEK1/2 activés. De 
plus, la réexpression de Sef, dans les cellules IEC-6-H-RasV12, est suffisante pour restaurer 
la localisation cytoplasmique de MEK1/2, diminuer les propriétés tumorigéniques ainsi que 
l'aneuploïde induite par Ras activé.  
 Finalement, la caractérisation des mécanismes menant à l'aneuploïdie a révélé que 
l'activation soutenue de la signalisation de MEK/ERK1/2, par l'expression de Ras 
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oncogénique ou des mutants de MEK, dérégule l'expression et la localisation de Aurora A 
et des CPCs, qui sont d'importants régulateurs mitotiques. Ces dérégulations interfèrent 
avec le déroulement de la mitose, produisent des défauts au niveau de la prométaphase et de 
la cytocinèse et engendrent la formation de micronoyaux, de cellules binucléées et d’autres 
aberrations mitotiques. L'inhibition partielle de l'activation de ERK1/2 dans les cellules 
IEC-6-H-RasV12, par de faibles doses de PD184352,  réduit les anomalies mitotiques et 
l'aneuploïdie. Ces découvertes ont démontré, pour la première fois, un lien direct entre la 
signalisation de MEK/ERK1/2, la CIN ainsi que l'aneuploïde dans un modèle de cancer 
colorectal. Ces résultats renforcent l’idée que la dérégulation de l’activité MEK/ERK1/2 
joue un rôle prépondérant dans la tumorigénèse colorectale et mettent en relief l'importance 
de la localisation des membres du sentier MEK/ERK1/2 dans la transformation 
oncogénique.  
 
 En conclusion, ces découvertes ont non seulement permis de répondre aux questions 
et objectifs proposés pour le présent projet de doctorat, mais ouvrent également la voie à de 
nouveaux projets de recherche. D'abord, l'étude des mécanismes associés à l'inhibition de 
Sef, qui est observée dans les tumeurs colorectales, serait pertinente. Également, la 
détermination d'une potentielle implication de la voie de signalisation de MEK/ERK1/2 
dans la régulation de la mitose serait intéressante, de même que la caractérisation des 
mécanismes associés à la dérégulation de Aurora A et d'autres régulateurs de la mitose, par 
la voie de MEK/ERK1/2. Des analyses de spectrométrie de masse ont d'ailleurs été initiées 
dans ce sens. La caractérisation du phénotype inflammatoire du colon et de 
l'hyperkératinisation stomacale observée dans les souris transgéniques MEK2DD/Villin 
sont également à compléter. Et, à plus long terme, le développement d'inhibiteurs de 
l'import nucléaire de MEK1/2, plutôt que de son activité, pour le traitement du cancer 
colorectal, pourrait s'avérer prometteur.  
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1er prix meilleure présentation par affiche                                                                        2010                    
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